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 Los miembros del género Campylobacter son considerados los principales 
agentes causales de gastroenteritis bacteriana en el mundo. Campylobacter jejuni y 
Campylobacter coli son las cepas con mayor incidencia, sin embargo, en México existe 
escasa información de estos patógenos. El objetivo general de este trabajo fue 
determinar la producción de los factores de virulencia: movilidad, quimiotaxis, 
hemólisis, toxina distensora citoletal (CDT), adhesión e invasión celular de 32 cepas 
nativas de C. jejuni y C. coli. La movilidad se determinó utilizando la técnica de pozos 
en agar. En la quimiotaxis se evaluaron nueve agentes quimiotácticos con la técnica 
HAP’s (hard agar plugs). Para la hemólisis, las cepas se incubaron en una atmósfera con 
33% de CO2 a 35
o
C. La adhesión e invasión celular y la CDT se evaluaron usando como 
modelo la línea celular Vero. El 53% de las cepas fueron móviles. Su comportamiento 
quimiotáctico fue alterado por los repelentes a pH 7.0 y por los atrayentes L-glutamato y 
ácido aspártico a pH < 7.0. En todas las cepas se detectó actividad hemolítica tipo alfa y 
beta, además de un efecto citotóxico en las células Vero por acción de la CDT. En 
C. jejuni se observó mayor adhesión celular y menor invasión celular, comparado con 
C. coli. Un Análisis de Componentes Principales (ACP) aplicado a estos factores de 
virulencia, reveló que la virulencia de estas bacterias puede ser explicada por dos 
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 In the world, Campylobacter strains are recognized as the most common 
pathogens that cause foodborne bacterial gastroenteritis in humans. Campylobacrer 
jejuni and Campylobacrer coli both are the most frequently isolated and related with 
campylobacteriosis, neverthless there is not much information about these pathogens in 
Mexico. The goal of this work was to determine the virulence factors:  motility, 
chemotaxis, haemolysis, citolhetal distending toxin (CDT) adhesion cellular and 
invasion cellular in 32 natives strains of C. jejuni and C. coli. The motility was evaluated 
using the well-agar technique. The chemotactic behavior was evaluated with nine 
chemotactic agents with HAPs technique (hard agar plugs). The bacterial strains were 
incubated in 33% of CO2 atmosphere at 35
o
C for hemolytic activity detection. Vero cells 
were used as model for to evaluate adhesion cellular, invasion cellular, and CDT 
production. The 53% of strains were motile. All chemorepellents at pH 7.0, and only 
L-glutamate and aspartic acid (both chemoattractans) at pH < 7.0 alterated the bacterial 
behavior. In all strains we detected alpha-hemolytic-like activity (α-HLA), beta-
hemolytic-like activity (β-HLA), and citotoxic effects in VERO cells by CDT. C. jejuni 
strains were more adherents and minus invasives than C. coli strains. A Principal 
Components Analysis (PCA) applied for all virulence factors, revealed that the virulence 
of both pathogens can be explicated by two principal factors: 1) components of cellular 
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El investigar la composición química y expresión genética que los 
microorganismos poseen nos ayuda a comprender mejor su acción. La patogenicidad 
que poseen algunos de ellos como C. jejuni varía debido a la expresión de sus factores 
de virulencia. Actualmente, algunos microorganismos patógenos de interés para el 
hombre incluyen a Salmonella sp., Escherichia sp., Vibrio sp., Streptococcus sp., 
Clostridium sp., Campylobacter sp. y Pseudomonas sp. entre otros. En las últimas 
décadas, C. jejuni es considerado el principal agente causal de gastroenteritis bacteriana 
en el mundo, principalmente en los países industrializados (Tauxe, 1992; CPHLS, 1999). 
Se ha determinado que algunos factores de virulencia que posee C. jejuni tales 
como flagelos, cápsula y toxinas le confieren la capacidad de infectar líneas celulares 
in vitro y a animales in vivo (Ketley, 1997; van Vliet y Ketley, 2001; Friis et al., 2005). 
Los antibióticos de primera elección utilizados para tratar una infección causada por 
Campylobacter sp. han sido la eritromicina y la ciprofloxacina, sin embargo, a la fecha 
se han reportado varias cepas resistentes a estos antimicrobianos (Taylor y Tracz, 2005). 
Carvalho et al. (2008) proponen la aplicación de una terapia con bacteriófagos (con 
virus de la familia Myoviridae) como alternativa para combatir a estos patógenos. Sin 
embargo, aún falta mucho por entender sobre la biología del microorganismo en 
procesos tales como la variabilidad en la expresión de factores de virulencia. 
En México hay poca información respecto a la problemática causada por 
C. jejuni, además de no existir una normativa que promueva su búsqueda e 
identificación. Por lo cual se hace evidente determinar su presencia e importancia en 
nuestro país como contaminante de alimentos y en posibles diagnósticos clínicos 
erróneos. 
En este trabajo se estudió la presencia y expresión de varios factores de 
virulencia, entre ellos, la movilidad, quimiotaxis, producción de toxina distensora 
citoletal (CDT), actividad hemolítica y adherencia e invasión celular, en cepas nativas de 
Campylobacter; con el fin de determinar las características de las cepas nativas que se 
encuentran en alimentos, aves, cerdos y humanos en nuestro país. 
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3. DEFINICIÓN DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACIÓN 
 
Estudios previos demuestran la variabilidad fenotípica y genotípica en las cepas 
de C. jejuni y C. coli para expresar sus factores de virulencia. Esta variabilidad es 
influenciada por las condiciones ambientales y por la presencia o ausencia de plásmidos. 
La mayoría de las investigaciones se han realizado en C. jejuni, teniendo como 
consecuencia, poco conocimiento sobre otras cepas del género como lo es C. coli. 
Además, se sabe que geográficamente existen diferencias en la incidencia de cepas con 
diferentes niveles de virulencia y de hospederos susceptibles (Ketley, 1997; van Vliet y 
Ketley, 2001). 
Tomando en cuenta que en México no existe información suficiente que muestre 
la incidencia de estos patógenos en el país, la información generada en este trabajo, en 
base a un análisis integral de los factores de virulencia a estudiar en cepas nativas de  
C. jejuni y C. coli ayudará a identificar el potencial de virulencia de las cepas que 
circulan en nuestro medio y generar información que permitirá diseñar medidas de 
prevención y control eficaces de estos microorganismos y de las enfermedades que 
pueden ocasionar. Así mismo, con este trabajo pretendemos promover y evidenciar la 
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Las cepas nativas de C. jejuni y C. coli presentes en nuestro ambiente poseen los 
siguientes factores de virulencia: movilidad, quimiotaxis, toxina distensora citoletal, 





















~ 10 ~ 




5.1   OBJETIVO GENERAL 
 Determinar la producción de los factores de virulencia tales como la producción 
de hemolisinas, quimiotaxis, movilidad, toxina distensora citoletal y adherencia e 
invasión a líneas celulares, de cepas nativas de C. jejuni y C. coli aisladas en Monterrey 
y su área metropolitana. 
 
5.2   OBJETIVOS PARTICULARES 
1. Determinar el grado de movilidad que poseen las cepas de C. jejuni y C. coli. 
2. Caracterizar el comportamiento quimiotáctico de las cepas en base a atrayentes y 
repelentes. 
3. Determinar la actividad hemolítica de C. jejuni y de C. coli. 
4. Determinar el grado de adherencia e invasión celular de C. jejuni y de C. coli 
utilizando como modelo la línea celular Vero. 
5. Determinar la citotoxicidad de la CDT de las cepas de C. jejuni y de C. coli 
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6.1 Campylobacter sp. 
Campylobacter jejuni y especies relacionadas (especialmente C. coli) son 
considerados patógenos de gran importancia para el hombre a nivel mundial. Una de las 
características más importantes y aún poco entendida para los investigadores es su 
cualidad de inocuo en algunos animales como las aves, en donde se encuentra como 
parte de la flora normal (Ketley, 1997; van Vliet y Ketley, 2001). Se le considera la 
causa más común de gastroenteritis bacteriana humana en países industrializados 
(Tauxe, 1992; Altekruse et al., 1999; CPHLS, 1999), en donde la enfermedad se 
presenta de manera estacional atacando principalmente a adultos jóvenes y niños. 
También se encuentra asociada a complicaciones como el síndrome de Guillain-Barré 
(SGB) y al síndrome Miller-Fisher (SMF), enfermedades autoinmunes que ocasionan 
daño neurológico, debilidad y parálisis (Nachamkin et al., 1998; Whitehouse et al., 
1998; Shi et al., 2002). 
Las bacterias del género Campylobacter sp. son bacilos gram negativos, 
microaerofílicos, de 0.2-0.5 x 0.5-5 μm, curvos, con un flagelo polar en uno o ambos 
extremos de la célula, ureasa negativo, catalasa y oxidasa positivo. No fermentan ni 
oxidan carbohidratos, forman cuerpos cocoides en cultivos viejos. Se pueden encontrar 
en órganos reproductivos, tracto intestinal y cavidad oral de diversas especies animales, 
incluyendo al hombre (Holt et al, 1994, Madigan y Martinko, 2006). Se ha propuesto 
que C. jejuni forma tres tipos de biopelículas (biofilms) en medios líquidos, los cuales 
utiliza como una de sus estrategias para aumentar su supervivencia a las condiciones de 
estrés ambiental (Joshua et al., 2006). La capacidad de C. jejuni para formar biopelículas 
está relacionada con la composición de los constituyentes extracelulares (cápsula y 
flagelos). Además, se ha reportado que C. jejuni produce una cápsula (Karlyshev et al., 
2001), hemolisinas (Pickett et al., 1992; Misawa et al., 1995), diferentes toxinas 
(Johnson y Lior, 1988), la presencia de un plásmido pVir (Bacon et al., 2000),  el uso de 
sideróforos externos para adquirir hierro (Baig et al., 1986) y una respuesta 
quimiotáctica a varios compuestos como aminoácidos y ácidos orgánicos (Hugdahl 
et al., 1988; Hazeleger et al., 1998). Todos estos elementos son reconocidos como parte 
de sus factores de virulencia, además de la presencia de flagelos, lipopolisacáridos 
(LPS), lipooligosacáridos (LOS), mecanismos de defensa al estrés oxidativo y respuesta 
a shock por calor (Ketley, 1997; van Vliet y Ketley, 2001; Goon et al., 2006). 
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Las cepas de C. upsaliensis, C. hyointestinalis, C. fetus y C. lari, también 
provocan enfermedades en el hombre. Sin embargo, C. jejuni y C. coli son las de mayor 
importancia debido a que estas dos especies causan la mayoría de las infecciones 
entéricas (Ketley, 1997). La infección que produce se conoce como campilobacteriosis y 
se caracteriza por dolor abdominal, fiebre, bacteremia y malestar general al inicio de la 
enfermedad, llegando a complicarse por la presencia de diarrea aguda, profusa y a veces 
con sangre. El periodo de infección, antes de que se presenten los primeros síntomas es 
de 1 a 7 días. Los trabajos de Ketley (1997), de van Vliet y Ketley (2001), de Bhavsar y 
Kapadnis (2007), y de Young et al. (2007) presentan un panorama general de lo que se 
sabe respecto a la patogénesis y factores de virulencia de Campylobacter sp. 
 
6.2   Factores de Virulencia de Campylobacter 
A continuación se resumen los estudios realizados sobre los posibles factores de 
virulencia o elementos implicados en el proceso de infección de Campylobacter sp. Los 
resultados de estas investigaciones demostraron que la variación fenotípica de sus 
factores de virulencia como son la adhesión e invasión tiene un origen genético, o en el 
caso de los flagelos, ésta variación es influenciada por factores ambientales. Así mismo, 
ellos demuestran que algunas cepas carecen de algunos factores de virulencia. 
  
6.2.1   Tipificación 
Para el estudio actual de Campylobacter respecto a la identificación de cepas, se 
cuenta con métodos de serotipificación y genotipificación (Penner y Hennessy, 1980; 
Frost et al., 1998; Duim et al., 1999; Duim et al., 2000; Wassenaar y Newell, 2000; 
Duim et al., 2001; Klena, 2001; Shi et al., 2002; Schouls et al., 2003; Inglis y Kalischuk, 
2003; Hopkins et al., 2004; Nakari et al., 2005). De estos dos esquemas de tipificación, 
los primeros en ser empleados son los serológicos; las desventajas que presentan 
incluyen costos elevados, mayor tiempo de realización, relativamente baja 
reproducibilidad (por la variación fenotípica), gran número de cepas no tipificables por 
estos métodos (por la carencia de sueros adecuados para todas las cepas), necesidad de 
elevada producción y el control de calidad de antisueros. El método más conocido y 
aceptado es el esquema HS de Penner basado en antígenos termo-estables usando 
hemaglutinación pasiva. 
Los métodos de genotipificación, a diferencia de los anteriores, presentan costos 
y tiempo menores, mayor poder discriminatorio, alta repetibilidad, mayor número de 
cepas tipificables y potencial de ser universalmente disponibles (Penner y Hennessy, 
1980; Wassenaar and Newell, 2000; Duim et al., 2001; Shi et al., 2002; Lastovica et al., 
2003; Nakari et al., 2005). El sistema de genotipificación LG de Shi et al. (2002) es 
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considerado por sus inventores, exclusivo para C. jejuni y C. coli y comparable con el 
sistema de serotipificación HS de Penner. El poder discriminatorio de este sistema es 
mayor comparado con el sistema HS de Penner (Índice de Simpson para LG es 
D = 0.872 y para el sistema HS es D = 0.842) (Shi et al., 2002). Los métodos más 
recientes para identificar a estos patógenos incluyen las técnicas de Polimorfismo de 
Longitud de Fragmentos Amplificados (AFLP) (Dium et al., 2000), ADN Polimórfico 
Amplificado al Azar (RAPD) (Carvalho et al., 2001), PCR Multiplex (Cloak y 
Fratamico, 2002; Klena et al., 2004), Electroforesis en Gel de Campos Pulsados (PFGE) 
(Nadeau et al., 2003), microarreglos (Pearson et al., 2003; Taboada et al., 2007; Malik-
Kale et al., 2008) y ensayos de amplificación isotermal (LAMP) (Yamazaki et al., 
2008). Endtz et al. (2000) y De Boer et al. (2000) evaluaron y compararon diferentes 
técnicas de tipificación discriminatoria, para analizar la variabilidad genética de estos 
patógenos y su relación con factores que afectan su incidencia. Ellos observaron que las 
cepas de Campylobacter que no pueden diferenciarse por serología, las técnicas de 
genotipificación pueden resolver este problema; y AFLP es un buen ejemplo de las 
mejores técnicas discriminatorias para tales propósitos. Además, argumentan que el 
poder discriminatorio de estas técnicas es superior cuando dichos análisis se realizan 
asistidos por computadora, y que es necesario el uso de varias técnicas para lograr una 
óptima tipificación de la campilobacterias. 
 
6.2.2   Movilidad, adhesión e invasión 
 La movilidad, adherencia, invasión y quimiotaxis se relacionan con la 
presencia de flagelos y pilis, los cuáles se han reportado como factores de virulencia en 
diversas bacterias.  En C. jejuni se ha demostrado la presencia de uno o dos flagelos 
polares, y la carencia de pilis o estructuras semejantes (Gaynor et al., 2001). El 
conocimiento básico que se tiene de C. jejuni sobre los flagelos es la siguiente: su 
expresión está regulada a nivel transcripcional (Nuijten et al., 1989); es reversible, 
dependiendo de las condiciones ambientales (Caldwell et al., 1985); existen tres tipos de 
flagelinas, las proteínas FlaA, FlaB y FlaC elaboradas a partir de los genes flaA, flaB y 
flaC, respectivamente (Guerry et al., 1990; Nuijten et al., 1990; Song et al., 2004); los 
flagelos están formados por FlaA y FlaB, pero FlaC es exportado de la célula a través 
del aparato de exportación flagelar y es importante en la invasión celular. La expresión 
de los genes fla y la glicosilación de las flagelinas son importantes para su ensamble, 
para la exportación extracelular de moléculas, para la interacción célula-célula (bacteria-
huésped), para la adhesión e invasión, y para la respuesta inmune en el hospedero 
(Konkel y Joens, 1989; Everest et al., 1993; Grant et al., 1993; Nachamkin et al., 1993; 
Konkel  et al., 2004; Song et al., 2004; Ketley y Konkel, 2005; Guerry et al., 2006; Poly 
et al., 2007). Hu y Kopecko (1999) y Kopecko et al. (2001) señalan que la 
internalización de C. jejuni en células eucariotas es dependiente de los microtúbulos. 
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Los estudios sobre la movilidad, adherencia, invasión celular, expresión de genes 
flagelares y de CDT se analizan comúnmente in vitro con líneas celulares animales. Las 
líneas celulares comúnmente utilizadas en estos estudios incluyen HEp-2, A549, HeLa, 
Caco-2, INT407, HT29, T84, MDCK, CHO, MRC-5, Y-1, y Vero (de Melo et al., 1989; 
Konkel y Joens, 1990; Pickett et al., 1994; Russell y Blake, 1994; Szymanski et al., 
1995; Ketley, 1997; Hu y Kopecko, 1999; van Vliet y Ketley, 2001; Lee et al., 2003; 
AbuOun et al., 2005; Friis et al., 2005; Guerry et al., 2006; Kakuda y DiRita, 2006). 
Algunas líneas celulares como Caco-2, HT29, T84 y MDCK forman una superficie 
polarizada, similar al epitelio de la mucosa de los tejidos del cual provienen; a diferencia 
de las líneas celulares no polarizadas (HeLa, HEp-2 y INT407), los modelos celulares 
polarizados son particularmente útiles para estudiar los efectos microbianos sobre la 
permeabilidad, el transporte y la invasión celular (Friis et al., 2005). 
 
6.2.3   Toxinas 
 Existe evidencia de que las cepas de Campylobacter sp. producen al menos seis 
diferentes citotoxinas: (1) citotoxina de 70 kDa activa sobre células HeLa, CHO, y otras 
líneas celulares pero inactivas en Vero, (2) citotoxina activa en células Vero y HeLa, (3) 
toxina distensora citoletal (CDT), (4) citotoxina neutralizada por antitoxina Stx, (5) 
citotoxinas con actividad hemolítica y (6) hepatotoxina (Wassenaar, 1997). De todas 
ellas las más conocidas y relacionadas con patogénesis son la enterotoxina y la CDT. 
La exotoxina CDT producida por C. jejuni es expresada por el operón cdtABC. 
Estudios realizados sobre su estructura muestran que tiene un tamaño aproximado de 
80 kDa, provoca daño celular en células eucarióticas bloqueando las fases G1 o G2 del 
ciclo celular (Whitehouse et al., 1998, Pickett y Lee, 2005). Su efecto se puede apreciar 
por un aumento en los niveles de AMPc, distensión de las células afectadas y su 
posterior muerte celular. Los productos de estos tres genes adyacentes forman una 
holotoxina, cuyo modelo de acción en células sensibles indica que las subunidades CdtA 
y CdtC interactúan con receptores de membrana y están implicadas en la internalización 
celular, tráfico, secreción y producción de la enfermedad; en tanto que la subunidad 
CdtB muestra una actividad de DNAasa la cual provoca arresto del ciclo celular. Existe 
evidencia que la holotoxina al estar en contacto con el sistema inmune, afecta la función 
de las células T, suprimiendo su proliferación e induciendo apoptosis (Pickett y Lee, 
2005). Liu et al. (2007) sugirieron que un gen cuyo producto estimula la producción de 
toxinas RTX (familia de citolisinas producidas por bacterias gram negativas formadoras 
de poros que requieren Ca
2+
 para ser activas) está presente en el genoma de C. jejuni, y 
cuya función especificada es actuar como factor tóxico para activar la CDT. Existe 
evidencia de que las cepas de C. jejuni, C. coli, C. fetus, C. upsaliensis, C. lari y 
C. hyointestinalis contienen los genes para la expresión de la CDT (Eyigor et al., 
1999a,b; Bang et al, 2001; Bang et al, 2003; Pickett y Lee, 2005). 
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Además de la CDT, las cepas de Campylobacter producen enterotoxinas tipo 
cólera. Ruíz-Palacios et al. en 1983 mostraron la primera evidencia de la producción de 
una enterotoxina por C. jejuni, a la cual se le conoció como CJT, CYTON, CTON o 
CCT (Wassenaar, 1997). Al estar en contacto in vitro con líneas celulares como CHO o 
Y-1, producen un aumento en los niveles de AMPc y elongación celular, además 
muestran una similitud inmunológica a las toxinas de V. cholerae (CT) y de E. coli (LT) 
(Wassenaar, 1997). Al igual que la producción de la CDT y de otros factores de 
virulencia de Campylobacter, existe variación entre las cepas en su capacidad para 
expresar la enterotoxina (Nuijten et al., 1989; Wassenaar, 1997; Whitehouse et al., 1998; 
Eyigor et al., 1999a,b; Bacon et al., 2000; Bacon et al., 2001; AbuOun et al., 2005). 
 Por mucho tiempo se consideró que C. jejuni no produce hemolisinas. La primer 
evidencia de esta actividad hemolítica en Campylobacter spp. es presentada por Fricker 
et al. en 1985, utilizando una técnica en tubo con eritrocitos de caballo. Posteriormente, 
McCardell et al. en 1986 identificaron algunas citotoxinas con efecto hemolítico. Arimi 
et al. (1990) evaluaron un total de 152 cepas, de las cuales el 92.3% de las cepas de 
C. jejuni y el 21.7% de C. coli mostraron ésta actividad en un medio en placa. Hossain 
et al. en 1993 también identificaron un efecto lítico de C. jejuni sobre eritrocitos, 
remarcando la diferencia entre dos tipos de hemólisis. Pickett et al. (1992) lograron 
demostrar la producción de estas moléculas al utilizar eritrocitos de oveja como modelo. 
Tay et al. (1995) utilizaron un ensayo en microplaca y demostraron que la identificación 
de la hemólisis es más eficiente en agarosa que en placas Petri con agar y sangre; 
sugieren que las hemolisinas están presentes en la pared celular de las campilobacterias. 
Misawa et al. (1995) demostraron que C. jejuni es capaz de producir α-hemólisis en 
concentraciones elevadas de CO2 y β-hemólisis después de una incubación prolongada 
en medios suplementados con sangre. A la fecha se han identificado dos proteínas con 
actividad hemolítica: una lipoproteína CeuE (gen ceuE) componente del sistema de 
obtención de enteroquelina como posible hemolisina en C. jejuni (Park y Richardson, 
1995; Richardson y Park, 1995); y en C. coli una fosfolipasa A (PldA) presente en la 
membrana externa como principal determinante hemolítico (Grant et al., 1997). Un gen 
homólogo de pldA se ha identificado en el genoma de C. jejuni NCTC 11168 (Cj1351) 
(Parkhill et al., 2000; Ketley y Konkel, 2005). Estas hemolisinas pueden ser 
considerados factores de virulencia de C. coli y C. jejuni. 
 Respecto a otras toxinas que se han identificado en Campylobacter, tales como la 
hepatoxina y la toxina tipo shiga, no se tiene mucha información. De estas toxinas 
existen algunos reportes contradictorios de su efecto y propiedades. Los resultados 
publicados a la fecha indican que tales incongruencias se deben a que en cada protocolo 
se utilizan distintas cepas bacterianas y líneas celulares (Wassenaar, 1997). 
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6.2.4   Quimiotaxis 
La quimiotaxis se define como la capacidad de detectar y moverse a favor o en 
contra de gradientes químicos. El desplazamiento bacteriano no es un evento al azar sino 
guiado por quimiotaxis y relacionado con la movilidad flagelar, ocasionado por una 
atracción o repulsión de sustancias químicas, permitiendo a las células desplazarse a 
condiciones más favorables en su entorno. Este fenómeno ha sido ampliamente 
estudiado en E. coli y Salmonella (Lux y Shi, 2004). La colonización del intestino por 
Campylobacter requiere la capacidad de moverse a través de la barrera mucosa para 
llegar hasta las células epiteliales (Ketley, 1997; van Vliet y Ketley, 2001). La 
quimiotaxis es regulada por genes llamados che y se ha establecido que es un factor de 
virulencia de las campilobacterias (Paster y Gibbons, 1986; Yao et al., 1997; Ketley y 
Konkel, 2005). En C. jejuni se ha establecido que la quimiotaxis está involucrada en la 
adhesión e invasión de células epiteliales del intestino de roedores (Yao et al., 1997). 
Hugdahl et al. (1988), Hazeleger et al. (1998), y Paster y Gibbons (1986) 
estudiaron el comportamiento quimiotáctico de Campylobacter como respuesta a 
gradientes de diferentes agentes químicos tales como aminoácidos, ácidos orgánicos, 
carbohidratos y sales orgánicas e inorgánicas. Utilizando diversos compuestos para 
simular las condiciones del intestino, Hugdahl et al. (1988) mostraron que algunos de los 
constituyentes de las sales biliares actúan como quimio-repelentes; a diferencia de 
compuestos como la L-fucosa, el L-aspartato, la L-cisteína y otros aminoácidos que 
tienen un efecto quimio-atrayente. Hazeleger et al. (1998) observaron que la temperatura 
influye sobre la quimiotaxis y la aerotaxis de estas bacterias, indicando con esto que 
C. jejuni es capaz de desplazarse a condiciones ambientales más favorables para su 
supervivencia en respuesta a gradientes químicos y físicos. La información que 
presentan estos investigadores es en base a los resultados obtenidos con cuatro cepas de 
C. jejuni (104, ATCC 33560, 74C y 108C), por lo que se requiere analizar un mayor 
número de cepas para conocer mejor este factor de virulencia. Paster y Gibbons (1986) 
analizaron las cepas de C. concisus 288, C. concisus 484, C. fetus subsp. jejuni VPI 
H641 y C. fetus subsp. intestinalis VPI 1176, encontrando que la quimiotaxis de estas 
bacterias está influenciada por la temperatura, además de la concentración y tipo de 
compuesto químico presente en el medio, pero la movilidad no se ve afectada. Los 
compuestos que tienen un efecto en la quimiotaxis de C. jejuni son diferentes a los 
reportados en C. concisus o C. fetus. 
 
6.2.5   Cápsula 
La posible existencia de una cápsula en C. jejuni fue inicialmente sugerido por 
Chart et al. (1996). La evidencia genética y bioquímica de la producción de un 
polisacárido capsular (CPS) fue presentada por Karlyshev et al. (2000), un año después 
estos mismos autores demostraron la presencia de una cápsula en células bacilares y 
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cocoides de C. jejuni por medio de microscopía electrónica (Karlyshev et al., 2001). La 
detección de la cápsula en este microorganismo, por técnicas de tinción tradicional es 
ineficaz. Al respecto, Bacon et al. (2001) estudiaron la producción de estructuras tipo 
glicano (cápsula) en esta bacteria, mostrando evidencia del aumento del nivel de 
invasión en células INT407 por la presencia de dicha estructura. El esquema HS de 
Penner (Penner y Hennessy, 1980) para detectar la cápsula y componentes asociados 
(LPS, LOS), es de los más utilizados, sin embargo, algunas cepas no interaccionan con 
los antisueros y otras no son tipificables (Karlyshev y Wren, 2001; Shi et al., 2002). 
 
6.2.6   Hierro 
El hierro es un componente importante pero no esencial para el crecimiento 
in vitro de C. jejuni. Se desconoce si produce sideróforos propios, sin embargo, por los 
estudios realizados para conocer el efecto de este compuesto, se sabe que puede usar 
sideróforos externos producidos por otros microorganismos tales como E. coli, 
Rhodotorula pilimanae y Ustilago sphaerogena. Esto le permite obtener y utilizar hierro 
por medio del complejo Fur (ferric uptake regulator) (Baig et al., 1986; Wooldridge 
et al., 1994; Van Vliet et al., 1998; Palyada et al., 2004; Ridley et al., 2006). Desde que 
Nuijten et al. (1990) y Parkhill et al. (2000) dieron a conocer el mapa físico del genoma 
de las cepas C. jejuni 81116 y C. jejuni NCTC 11168, respectivamente, se han 
pronosticado genes y se han identificado proteínas que tienen homología con sideróforos 
(Park y Richardson, 1995) y con otros factores de virulencia (Pearson et al., 2003; 
Gaynor et al., 2004; Ashgar et al. 2007). 
Estudios recientes han demostrado la participación del hierro en la respuesta al 
estrés causado por el peróxido de hidrógeno al unirse a proteínas Dps (proteínas de 
unión a DNA) (Ishikawa et al., 2003) o asociado a la utilización de hemoglobina (Ridley 
et al., 2006). Purdy et al. (1999) sugirieron que los efectos del hierro en presencia de 
peróxido de hidrógeno pueden estar involucrados directamente en el sistema superóxido 
dismutasa (SOD) de C. jejuni y C. coli. Ishikawa et al. (2003) demostraron que el hierro 
se une a las proteínas Dps y que esta unión le confiere a C. jejuni resistencia al estrés 
provocado por el peróxido de hidrógeno. 
En 1992, Picket et al. mostraron la carencia de relación entre la producción de 
hemolisinas y la obtención de hierro como factores de virulencia. En el 2004, Palyada 
et al. demostraron el efecto que produce la deficiencia de fierro sobre la expresión de 
647 genes de C. jejuni, y como consecuencia el aumento del nivel de glicosilación de 
proteínas (la cual afecta a los flagelos), disminución de la invasión del tracto 
gastrointestinal, reducción en la obtención de hierro y efectos sobre la defensa de estrés 
oxidativo al estar como factor limitante en el medio. Indicando con estos efectos que el 
nivel de hierro disponible afecta el nivel de virulencia de C. jejuni. 
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6.2.7   Plásmido pVir 
En relación a los plásmidos presentes en Campylobacter, se han realizado los 
siguientes estudios: Taylor et al. (1981) estudiaron la resistencia a la tetraciclina en 
aislados clínicos de C. jejuni, demostrando que la resistencia a este antibiótico se debía a 
la presencia de plásmidos transmisibles. Bradbury et al. (1983) presentaron un método 
rápido para examinar la presencia de plásmidos en C. jejuni y C. coli, sugiriendo su uso 
en epidemiología y como alternativa para caracterizar cepas no serotipificables. Wang y 
Taylor (1990) demostraron la transformación natural de cepas de C. coli y de C. jejuni.  
Bacon et al. (2000) presentaron la primera evidencia de un plásmido (pVir) en 
C. jejuni 81-176 con capacidad de virulencia al mutar los genes comB3 y virB11, 
obteniendo cepas mutantes con una reducida capacidad de adhesión e invasión 
utilizando células INT407 (de intestino de humano) y animales (hurones) como modelos 
de estudio. Además, observaron una disminución en la frecuencia de transformación 
natural, comparada con cepas silvestres. Sin embargo, estudios recientes han demostrado 
la baja incidencia de pVir, además de la escasa o nula relación de la presencia del 
plásmido con diarrea sanguinolenta en enteritis causada por C. jejuni (Tracz et al., 2005; 
Louwen et al., 2006). 
Considerando estos antecedentes, se hace evidente que la mayoría de la 
información generada acerca de los factores de virulencia es en referencia a C. jejuni, en 
comparación con los estudios realizados con C. coli. Debido a la importancia actual de 
estos dos patógenos en el área de microbiología sanitaria, en este trabajo se estudiaron 
seis factores de virulencia de ambas bacterias en cepas nativas de la región y cepas de 
referencia a fin de tratar de establecer si existen patrones específicos. 
 
6.3 Campylobacter en México 
Para México, a la fecha se la reportado lo siguiente. Ruiz-Palacios et al. (1981) 
evaluaron los efectos de la campilobacteriosis, usando aves de corral como modelo 
experimental. Encontraron que noventa células bacterianas son suficientes para causar 
diarrea en el 90% de los animales infectados, quienes presentaron adicionalmente una 
pérdida de peso considerable y un 32% de mortalidad. Lindholm et al. (1989) colectaron 
cepas de campilobacterias en diferentes países, incluyendo a México y al analizarlas 
reportaron que C. jejuni es más frecuente, más enterotoxigénica y posiblemente más 
virulenta que C. coli y C. lari; Ruiz-Palacios et al. (1990) reportaron el efecto protectivo 
de anticuerpos presentes en la leche humana en infantes durante su lactancia contra la 
diarrea causada por Campylobacter. Oberhelman y Taylor (2000) presentaron una 
compilación respecto a la incidencia de enteropatógenos y sus factores asociados en 
países en vías de desarrollo, en donde mostraron que la incidencia de Campylobacter es 
considerablemente más alta que Salmonella o Shigella, especialmente en niños menores 
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de 5 años. González et al. (2006) reportaron un estudio epidemiológico del síndrome de 
Guillain-Barré (SGB) y sus posibles factores de riesgo. Sus resultados indicaron que el 
factor de riesgo más importante de padecer una neuropatía como la parálisis facial aguda 
(PFA) son las enfermedades infecciosas previas a la parálisis en un 77% de los casos con 
SGB. En todos los casos de SGB con previas enfermedades infecciosas, Campylobacter 
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7. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
7.1   Cepas bacterianas y condiciones de cultivo 
Las cepas bacterianas analizadas se muestran en la tabla I. Todas las cepas 
nativas fueron aisladas en el Laboratorio de Bioquímica y Genética de Microorganismos 
(FCB-UANL) a partir de muestras de animales o heces de humanos. Los 
microorganismos estuvieron almacenados en Caldo Infusión Cerebro Corazón (ICC, 
Bioxon) adicionado con 0.6% de extracto de levadura (EL, Bioxon) y 20% de glicerol a 
-80
o
C. Las cepas se activaron inoculando una alícuota en ICC con 0.6% extracto de 
levadura e incubándose a 42
o
C/48h en microaerofilia (10% CO2, 5% O2 y 85% N2). 
Posteriormente, fueron resembradas en Agar Mueller-Hinton (AMH, Difco), Agar 
Mueller-Hinton suplementado con 5% sangre lisada (AMHS), Agar Mueller-Hinton y 
Agar Brucella (AB, Difco) suplementados con 5% sangre no lisada (AMHSN y ABSN, 
respectivamente), o en agar blando (caldo Mueller-Hinton con 0.4% agar (AB/MH)), 
dependiendo del ensayo realizado. 
A partir de la resiembra de la cepa activada, se prepararon suspensiones celulares 
de 10
8
 UFC/ml en solución salina estéril al 0.85% (SS) o en solución amortiguadora 
salina de fosfatos (PBS) para cada tratamiento. Todas las cepas se confirmaron por PCR-
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Tabla I 
Cepas de Campylobacter utilizadas 
Cepas de referencia utilizadas 
Cepa Origen Fuente 
C. jejuni 5653 Cerdo Animal Desease Center of USDA (Ames Iowa, EUA) 
C. jejuni 50 sp Humano (sano) 
Instituto Nacional de Salud Pública y Nutrición ―Salvador 
Zubirán‖ (México, D.F.) 
C. jejuni 57 sp Humano (sano) 
C. jejuni 193 ip Humano (diarrea) 
C. jejuni 180 ip Humano (diarrea) 
C. jejuni 238 ip Humano (diarrea) 
C. jejuni 173 ip Humano (diarrea) 
 
Cepas de C. jejuni y C. coli aisladas en Monterrey y su área metropolitana 
Cepa 
identificada 
Id. de aislado Origen 
Cepa 
identificada 
Id. de aislado Origen 
C. coli 1 Ave C. coli 61PVT Pollo 
C. coli 48 Pollo C. coli 67PVB Pollo 
C. coli 60 Cerdo C. coli 68PVB Pollo 
C. coli 81 Guajolote C. jejuni 35PVB Pollo 
C. coli 90 Pollo C. jejuni 31PVB Pollo 
C. coli 100 Ave C. jejuni 101 Ave 
C. coli 062F Pollo C. jejuni 102 Gallina 
C. coli 066F Pollo C. jejuni 27PFF Pollo 
C. coli 074F Pollo C. jejuni 009B Pollo 
C. coli 054B Pollo C. jejuni 034B Pollo 
C. coli M424 
Muestra de 
alimento 
C. jejuni 060B Pollo 
C. coli 30PFB Pollo C. jejuni 37 Ave 
C. coli BCO48h Pollo    
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7.2   PCR Multiplex 
 Cada cepa de C. coli y C. jejuni fue confirmada por la técnica de PCR-Multiplex 
descrita por Cloak y Fratamico en el 2002. Este procedimiento fue capaz de discriminar 
entre C. coli y C. jejuni, lo cual se logró utilizando primers para amplificar genes 
específicos de estas dos cepas. 
 A partir de un inóculo bacteriano cultivado en ICC+EL durante 48h a 42
o
C, se 
tomó una alícuota de 1ml, se centrifugó a 14000g por 8 min. El sobrenadante se decantó, 
el precipitado celular se lavó dos veces con SS y se resuspendió en 100 μl de SS. Se 
calentó en Baño María hasta ebullición por 20 min., se centrifugó nuevamente y se tomó 
una alícuota de 5 μl del sobrenadante para la reacción de amplificación. 
 Las reacciones de amplificación se realizaron en volúmenes de 50 μl conteniendo 
5 μl de la muestra de ADN, 10 mM Tris-HCI (pH 8.4), 50 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 
200 μM de cada uno de los cuatro deoxinucleotidos trifosfato, 0.40 μM de cada primer 
(cadF2B, cadRlB, COL 1, COL 2, C-1 y C-2 (Bioline)) y 1.25 U of Taq DNA 
polymerasa (Bioline). Las características de los primers empleados y los genes que 
amplifican se muestran en la tabla II. Las muestras tuvieron una desnaturalización inicial 
a 94
o







C/1min. y una extensión final a 72
o
C/5min. en un termociclador (ThermoHybaid). 
Los productos de la reacción se separaron por electroforesis en gel de agarosa al 2% 
(Gibco-BRL) y subsecuentemente teñidos con bromuro de etidio. 
 
Tabla II 




Primer (gen) Secuencia (5´-3´) 
C. coli / C. jejuni 400 cadF2B (cadF) TTGAAGGTAATTTAGATATG 
  cadR1B CTAATACCTAAAGTTGAAAC 
C. coli 894 COL1 (ceuE) ATGAAAAAATATTTAGTTTTTGCA 
  COL2 ATTTTATTATTTGTAGCAGCG 
C. jejuni 159 C-1 (gen no definido) CAAATAAAGTTAGAGGTAGAATGT 
  C-4 GGATAAGCACTAGCTAGCTGAT 
Fuente: Cloak y Fratamico (2002). 
 
7.3   Cultivo y mantenimiento de células Vero 
La línea celular Vero (células de hígado de mono verde africano) fue cultivada en 
frascos para cultivo celular de 25 cm
2
 (F25) con el Medio Mínimo Esencial Eagle de 
Dulbecco (DMEM, Gibco) adicionado con 3% de suero fetal bovino (SFB, Gibco) y 1% 
de L-glutamina, y se mantuvieron en cultivo con una atmósfera de 5% CO2 a 37
o
C. Para 
los ensayos de adherencia, invasión y citotoxicidad, las células Vero confluentes en 
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monocapa fueron cosechadas utilizando tripsina (0.25% p/v de tripsina / 0.2% de EDTA, 
a 37
o
C) y lavadas una vez con DMEM. Posteriormente, las células se subcultivaron en el 
medio DMEM hasta confluencia en placas de cultivo de tejido de 96 ó 12 pozos 
(Corning) (Ausubel et al., 2002). Antes de realizar los ensayos, se evaluó la viabilidad 
celular utilizando bromuro de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolio (MTT, 
Sigma) al 0.5% en PBS (Coote y Arain, 1996). 
 
7.4   Ensayos de movilidad 
Para detectar el grado de movilidad de las cepas de C. jejuni y C. coli, se utilizó 
la técnica de pozo en agar (figura 1). A partir de inóculos bacterianos en AMHS, se 
prepararon suspensiones bacterianas de 1.5x10
8
 UFC/ml en SS y se tomaron alícuotas 
(70 μl/pozo) para inocular una placa de AB/MH con 5 pozos de 7 mm de diámetro, 
distribuidos uniformemente. Al medio AB/MH se le agregaron 5 ml/L de cloruro de 
trifenil tetrazolio al 1% (CTT, Sigma), antes de ser vertido en las placas Petri.  Las cepas 
C. jejuni 5653 y C. jejuni 180ip se utilizaron como control positivo (cepa móvil) y 
control negativo (cepa inmóvil), respectivamente. Se utilizó SS como blanco. Las placas 
se incubaron por 24h/42
o
C en microaerofilia y después el diámetro de los halos de 
migración fue medido en milímetros. Los ensayos se realizaron por triplicado. 
 
 
Figura 1. Ensayo de Movilidad 
~ 24 ~ 
Guadalupe Ismael Malagón Santiago 
7.5   Ensayos de Quimiotaxis 
Para evaluar la qumiotaxis, se utilizó el método HAP (hard-agar plug) descrito 
por Hugdahl et al. (1988) y Hazeleger et al. (1998). Los agentes quimiotácticos (AQ´s, 
Sigma) utilizados fueron: L-ácido aspártico, L-cisteína hidroclorada, L-glutamato 
monosódico, citrato de sodio, ácido cólico, ácido taurocólico, ácido quenodeoxicólico, 
ácido deoxicólico y L-serina; cada uno a una concentración de 0.1M a pH 7.0 en PBS. El 
L-glutamato monosódico, el ácido cólico y PBS se utilizaron como control positivo 
(atrayente), control negativo (repelente) y blanco, respectivamente. Estos compuestos se 
prepararon a doble concentración y se esterilizaron con membranas de nitrocelulosa de 
0.22 μm de diámetro. Después se diluyeron adicionando 10 ml de cada sustancia en 10 
ml de una solución de agar (PBS + 3% agar, estéril) a 70
o
C, se mezclaron y se colocaron 
en cajas Petri. Se permitió solidificar a temperatura ambiente una noche y se cortaron 
trozos cilíndricos de agar de 7 mm de diámetro (HAPs). De cada cepa cultivada en 
AMHS a 42
o
C/48h, se prepararon suspensiones bacterianas de 10 ml con 9x10
8
 UFC/ml 
en PBS (pH 7.0). Cada suspensión se mezcló con 10 ml de PBS + 0.8% de agar a 50
o
C. 
Las mezclas se colocaron en una caja Petri, la densidad final de cada cepa fue de 4.5x10
8
 
UFC/ml. Las células bacterianas estaban distribuidas uniformemente en el agar blando. 
Inmediatamente, los HAPs de cada AQ fueron colocados en el agar blando (cinco HAPs 
diferentes por placa). El agar se dejó solidificar y posteriormente las placas se incubaron 
durante 4h/42
o
C en condiciones de microaerofilia (figura 2 y tabla III). Los ensayos se 
realizaron por triplicado. 
 
Figura 2. Ensayo de Quimiotaxis 
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El efecto de cada sustancia se evaluó con la formación de halos de migración de 
las células bacterianas alrededor de cada agente quimiotáctico. De acuerdo con los 
autores de esta técnica, los halos se forman por la migración de las bacterias a favor o en 
contra del gradiente químico: halos de atracción (quimiotaxis positiva = zona más densa 
y opaca alrededor del HAP), halos de repulsión (quimiotaxis negativa = zona más clara y 
transparente alrededor del HAP) o sin formación de halos (sin efecto quimiotáctico = 
zona con la misma densidad y apariencia que las zonas donde no hay HAPs). 
Con el propósito de evaluar y descartar el posible efecto de inhibición o 
estimulación de los AQ’s sobre el crecimiento de las bacterias, se realizaron los 
siguientes experimentos: a) Cada cepa se cultivó en AMH y se puso en contacto con los 
AQ’s ([0.1M], en PBS a pH 7.0) durante 48h/42
o
C, utilizando la técnica de pozo en 
agar. Se agregó un AQ por cada pozo; b) Se repitieron los ensayos de quimiotaxis, en 
este caso los ensayos se realizaron en tubo y sin agar, poniendo en contacto en cada tubo 
a una cepa con un solo AQ. Al inicio y al final del ensayo se registró la lectura de 
Transmitancia a 600nm en un espectrofotómetro. También se sembró una alícuota de 
cada cepa en AMH para contabilizar el inóculo al inicio y al final del ensayo. 
 
Tabla III 
Ensayos de quimiotaxis de C. jejuni y C. coli 
Agentes Quimiotácticos 
[0.1M], pH 7.0 
Cepas Bacterianas
 a,b 












L-glutamato (monosodio) X11 X12 X13 X14 X15 X16 X17 X18 X1. X1n 
L-serina X21 X22 X23 X24 X25 X26 X27 X28 X2. X2n 
L-ácido aspártico X31 X32 X33 X34 X35 X36 X37 X38 X3. X3n 
Citrato (sodio) X41 X42 X43 X44 X45 X46 X47 X48 X4. X4n 












Ácido taurocólico X61 X62 X63 X64 X65 X66 X67 X68 X6. X6n 
Ácido deoxicólico X71 X72 X73 X74 X75 X76 X77 X78 X7. X7n 
Ácido quenodeoxicólico X81 X82 X83 X84 X85 X86 X87 X88 X8. X8n 
Ácido cólico X91 X92 X93 X94 X95 X96 X97 X98 X9. X9n 
a
 Variable de respuesta: + quimiotaxis positiva (halo de atracción), - quimiotaxis negativa (halo de 
repulsión), 0 = sin quimiotaxis. 
b
 Xij = n-ésimo dato de la i-ésima hilera y j-ésima columna. 
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7.6   Ensayos de hemólisis 
Para evaluar la actividad hemolítica, se utilizó el método de Misawa et al. 
(1995). A partir de un cultivo de 24h/42
o
C de cada cepa en AMHS, se inoculó por estría 
en placas de AMHSN y se incubaron en una atmósfera de 33% CO2/35
o
C. Para la 
detección de la actividad hemolítica tipo alfa (α-HLA), las placas se incubaron por 
48 h/pH 6.5. Para la detección de la actividad hemolítica tipo beta (β-HLA), las placas se 
incubaron por 7 d/pH 7.5. Las cepas de S. pyogenes ATCC 19615 y S. sanguinis ATCC 
10556 se utilizaron como controles para detectar las hemólisis β-HLA y α-HLA, 
respectivamente. La actividad hemolítica se reportó en base a la observación visual de 
hemólisis tipo alfa, hemólisis tipo beta o ausencia de hemólisis (figura 3 y tabla IV). Los 
ensayos se realizaron por triplicado. 
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Tabla IV 







A B C D E F … N 
α-HLA X11 X12 X13 X14 X15 X16 X1. X1n 
β-HLA X21 X22 X23 X24 X25 X26 X2. X2n 
a
 Variable de respuesta: + hemolítico, - no hemolítico. 
b
 Xij = n-ésimo dato de la i-ésima hilera y j-ésima 
columna. 
c
 α-HLA = hemólisis tipo alfa, β-HLA = hemólisis tipo beta. 
 
7.7   Ensayos de adherencia e invasión celular 
Para realizar estos ensayos se utilizó la técnica descrita por Konkel y Joens 
(1989) y la de Elvers y Park (2002), con la diferencia de que en este caso se utilizó la 
línea celular Vero como modelo experimental. Para cada cepa, a partir de inóculos 
provenientes de AMHS en condiciones microaerofílicas a 42
o
C/48h, se prepararon 
suspensiones bacterianas de C. jejuni y C. coli a una densidad de 1x10
8
 UFC/ml en PBS; 
se tomaron alícuotas de 1 ml, se centrifugaron a 6000g por 10 min. y el precipitado 
bacteriano se resuspendió en 1 ml de DMEM. En placas de cultivo de tejidos de 96 
pozos, sembradas previamente con células Vero (2x10
5
 células/ml) y 150 μl de medio 
DMEM (incubadas a 37
o
C/48h para permitir la confluencia de la monocapa), se 
inocularon tres pozos con 10 μl de cada suspensión bacteriana (1x10
6
 UFC por pozo). 
Posteriormente, las placas se incubaron por 3h para permitir la adherencia de las células 
bacterianas a las células Vero. 
Después, los dos primeros pozos se lavaron dos veces con PBS. Al primer pozo 
se le agregaron 150 μl de DMEM; al otro pozo se le agregaron 150 μl  de 
DMEM+250 μg/ml de gentamicina (Sigma), a fin de matar las bacterias extracelulares. 
La placa de cultivo se incubó por 3h más. Después de la incubación, los dos pozos se  
lavaron tres veces con 200 μl de la solución salina balanceada de Hanks (HBSS, Sigma). 
Al final, a los tres pozos inoculados con cada cepa se les agregó 100 μl de Triton X-100 
al 0.1% (v/v) en PBS para lisar las células Vero. El contenido de bacterias en los tres 
pozos se cuantificó por la técnica de vertido en placa usando AMH + CTT (utilizando 
diluciones decimales seriales), para obtener la cuenta viable total de células bacterianas 
adheridas (pozo 1), invasivas (pozo 2) e inoculadas (pozo 3), respectivamente. Se 
incluyó un blanco que consistió de células Vero sin bacterias (figura 4 y tabla V). Los 
ensayos se realizaron por triplicado.  
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Adherencia e invasión de C. jejuni y C. coli sobre Vero 
Adhesión e invasión celular 
Cepas Bacterianas b 
A B C D E F G H … N 
Bacterias 
(UFC/pozo) a 
Inóculo Inicial X11 X12 X13 X14 X15 X16 X17 X18 X1. X1n 
Adheridas X21 X22 X23 X24 X25 X26 X27 X28 X2. X2n 
Invasivas X31 X32 X33 X34 X35 X36 X37 X38 X3. X3n 
a
 Valor promedio de UFC ± SD; 
b
 Xij = n-ésimo dato de la i-ésima hilera y j-ésima columna 
 
7.7.1   Visualización de las bacterias invasivas por el método AO-CV 
  Para comprobar la presencia de las bacterias dentro de las células Vero en los 
ensayos de adherencia e invasión, se utilizó el método de naranja de acridina-cristal 
violeta (AO-CV) descrito por Hu y Kopecko (1999). Para esto se utilizaron monocapas 
de células Vero infectadas no tratadas con gentamicina, creciendo sobre cubreobjetos 
para cultivo celular (Thermanox), colocados en placas de cultivo de tejidos de 12 pozos. 
Las condiciones de cultivo de las células Vero y la cantidad del inóculo bacterieno, 
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fueron los mismos que se emplearon en los ensayos de adhesión e invasión celular. Las 
células fueron teñidas con naranja de acridina al 0.01% en solución Gey (Sigma) por 




, Sigma) y 
teñidas con cristal violeta al 0.5% en NaCl (Fermont) al 0.15% por 45s. Al final se 
lavaron con EBSS. Las preparaciones teñidas se observaron con un microscopio de 
epifluorescencia y la interpretación se realizó de la siguiente manera: Verde – bacterias 
viables intracelulares, Naranja – bacterias no viables, y Violeta – bacterias viables 
extracelulares. 
 
7.8   Ensayos de citotoxicidad de CDT sobre células Vero 
Para estos ensayos, se consideraron los trabajos de Coote y Arain (1996), 
Wassenaar (1997) y AbuOun et al. (2005); y se utilizó la línea celular Vero, incubada 
hasta confluencia en placas de 96 pozos, para evaluar la producción de la CDT. 
 
a) Producción de la CDT. La producción de la CDT se realizó con dos técnicas: 
 Cultivo Bifásico. Para esto, la cepa fue activada en ICC+EL y resembrada en 
AMH por 24h a 42
o
C. Se obtuvo un inóculo de 1.0x10
9
 UFC/ml en SS y 500 μl 
(5x10
8 
UFC) fueron inoculados en la superficie de una placa de AMH, la cual fue 
incubada por 42
o
C/24h en microaerofilia. Después, se adicionaron 10 ml de ICC+EL 
sobre la superficie de la placa inoculada y se incubó nuevamente por 48h/42
o
C. 
Posteriormente, se removió la fase líquida junto con las células adheridas sobre la 
superficie de la placa. La fase líquida se sometió a sonicación (8 pulsos de 10watts/30s 
con lapsos de 10s), se centrifugó a 14000g por 10 min. y el sobrenadante se esterilizó 
por filtración (membranas de 0.22 μm). Finalmente, los filtrados (en donde se podría 
encontrar la CDT producida por cada cepa) fueron almacenados en alícuotas de 1 ml a 
-80
o
C hasta el momento de realizar los ensayos de citotoxicidad. 
 Polimixina B. Se siguió la técnica de Coote y Arain (1996). Para esto se activó la 
cepa en ICC+EL a 42
o
C por 48h y una alícuota fue resembrada en AMH, la cual fue 
incubada a 42
o
C por 48h. Se ajustó una suspensión celular a 1.0x10
9
 UFC/ml con PBS. 
De esta suspensión se tomaron alícuotas de 1 ml y se centrifugaron a 14000g por 8 min. 
a 4
o
C. Los precipitados obtenidos fueron resuspendidos en 1 ml de DMEM + 0.15% de 
Polimixina B (Sigma) (para promover un aumento en la producción de la CDT y la 
enterotoxina, así como la liberación del material celular) y se incubaron a 37
o
C por 
30 min. Después de la incubación, los tratamientos fueron centrifugados a 14000g por 
8 min. a 4
o
C y el sobrenadante se esterilizó por filtración usando membranas de 
0.22 μm. Finalmente, los filtrados fueron almacenados en alícuotas de 1 ml a -80
o
C 
hasta el momento de realizar los ensayos de citotoxicidad.  
~ 30 ~ 
Guadalupe Ismael Malagón Santiago 
b) Ensayos de citotoxicidad 
Para esto se utilizaron los filtrados congelados obtenidos por las técnicas 
anteriores. Se tomó un volumen de 150 μl de los filtrados bacterianos y sus diluciones  
(0, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64 y 1:128), y se colocaron en placas de 96 pozos, las 
cuales contenían una suspensión de células Vero en monocapa confluente previamente 
incubadas durante 24h en medio DMEM. Posterior a la adición de los filtrados, las 
placas fueron incubadas durante 48h a 37
o
C en una atmósfera de 5% de CO2. Después, a 
cada pozo se le agregaron 20 μl de MTT (Sigma) al 0.5%  en PBS y se incubaron 3h 
más. El exceso del medio fue removido y el formazan producido (MTT reducido por 
acción de la enzima succinato deshidrogenasa mitocondrial de células vivas) se 
solubilizó agregando 100 μl de dimetilsulfóxido (DMSO, Sigma). Las placas fueron 
examinadas con un espectrofotómetro a 490nm (Microplate Reader, modelo 550) 
(figura 5). El efecto citotóxico de la CDT sobre la línea celular Vero se evaluó con la 
siguiente fórmula: 
 
% Muerte celular = 1 – 
𝑫𝑶 𝒑𝒐𝒛𝒐 𝒅𝒆 𝒑𝒓𝒖𝒆𝒃𝒂
𝑫𝑶 𝒑𝒐𝒛𝒐 𝒅𝒆 𝒄𝒐𝒏𝒕𝒓𝒐𝒍 𝒏𝒆𝒈𝒂𝒕𝒊𝒗𝒐
 X 100 
 
Para los ensayos de la CDT producida por cultivo bifásico, se incluyeron ICC y 
Verotoxina de V. cholerae como controles negativo y positivo, respectivamente. Para los 
ensayos de la CDT producida usando polimixina B, se empleó DMEM+Polimixina B y 
Verotoxina de V. cholerae como controles negativo y positivo, respectivamente. Para 
cuantificar el porcentaje de muerte celular, el control negativo consistió de células Vero 
en DMEM; el blanco consistió de DMSO exclusivamente. Los cambios morfológicos se 
examinaron por microscopía de contraste de fases antes de la adición del MTT. Los 
títulos de las toxinas fueron expresados de la siguiente manera: una unidad CDT50 
(unidad arbitraria) es el recíproco de la dilución más alta que causó al menos el 50 % de 
muerte celular por efecto de la CDT. 
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Figura 5. Ensayo de Citotoxicidad 
 
7.9   Análisis Estadísticos 
Para el análisis estadístico de cada factor de virulencia, se emplearon los 
programas SPSS 15.0 y NCSS 07.1.10. El diseño experimental aplicado a cada factor de 
virulencia se menciona en las secciones correspondientes a cada uno de ellos; las 
pruebas estadísticas empleadas se enlistan en la tabla VI. Además, se aplicaron tres 
análisis multivariantes: a) Análisis de Componentes Principales (ACP), para evaluar la 
virulencia de Campylobacter sp., considerando la influencia de cada factor de virulencia 
analizado; b) Escalamiento Multidimensional métrico (ASCAL), para analizar la 
relación dimensional entre los factores; c) Correlación Múltiple, para analizar y 
determinar la correlación de los parámetros estudiados (factores de virulencia). Las 
pruebas estadísticas se realizaron por separado para las cepas de C. jejuni y de C. coli, 
excepto en los análisis ACP y ASCAL. 
 
7.9.1 Análisis de Componentes Principales 
 Los resultados obtenidos para cada factor de virulencia de todas las cepas, fueron 
utilizados para realizar este análisis. El método de extracción del análisis factorial fue 
por Componentes Principales, con solución de factores rotados y no rotados, y se aplicó 
el método de rotación Varimax. 
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7.9.2 Escalamiento Multidimensional (ALSCAL) 
 Los resultados obtenidos para cada factor de virulencia de todas las cepas, fueron 
utilizados para realizar este análisis multivariante, utilizando el método ALSCAL 
(escalamiento multidimensional métrico). Debido a que las variables (factores de 
virulencia) están en diferente escala, los datos se estandarizaron con valores Z para 
poder analizarlos. Se utilizó la medida de distancia 
2
, el nivel de medida ordinal y un 
modelo de escalamiento de dos dimensiones con distancia Euclidiana. 
 
7.9.3 Análsis de Correlación Múltiple 
Los resultados obtenidos en los experimentos para cada factor de virulencia, 
fueron utilizados para realizar este análisis multivariante. La fuente de aislamiento de 
cada cepa se incluyó como variable adicional a los factores de virulencia. La correlación  






Prueba o Análisis Estadístico Notas 
Movilidad Kruskal-Wallis (H) Movilidad (mm) 
Quimiotaxis Friedman (2r) 
Datos codificados: +1 = atracción; 
-1 = repulsión; 0 = sin quimiotaxis 
Hemólisis Friedman (2r) Datos codificados: 1 = hemolítico; 0 = no hemolítico 
Adhesión e Invasión 
Celular 
ANOVA de una vía para 
bloques completos 
Transformación logarítmica:  
x´ = Log10 x 
Citotoxicidad ANOVA de una vía % Muerte Celular 




ALSCAL (Modelo de escalamiento métrico) 
TODOS Correlación Múltiple 
Coeficiente de Correlación de Pearson (la fuente de 
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8.1   Tipificación de las cepas de C. coli y de C. jejuni 
 Un total de 32 cepas de Campylobacter sp. fueron analizadas en este trabajo, de 
las cuales 7 cepas son de referencia y las 25 cepas restantes fueron aislados nativos 
(tabla I). La identificación de los aislados nativos se realizó por técnicas de 
microbiología tradicional y se confirmaron por PCR-Multiplex antes de evaluar sus 
factores de virulencia (figura 6). 
 La técnica de PCR Multiplex de Cloak y Fratamico (2002) permitió identificar y 
diferenciar entre cepas de C. jejuni y C. coli. De acuerdo a estos autores, ambas bacterias 
comparten el gen cadF (banda de 400 pb), pero el gen ceuE (banda de 894 pb) es 
exclusivo de C. coli, mientras que un ―gen no definido‖ (banda de 159 pb) está presente 
solo en C. jejuni. El análisis de las cepas arrojó que 16 fueron C. jejuni y 16 fueron 
C. coli (tabla I). 
 
 
Figura 6. PCR-Multiplex para diferenciar a C. coli de C. jejuni. Carril 1: Marcador 
molecular. Carril 2: Cepa Cc BCO48h como control para identificar las cepas de 
C. coli. Carril 3: Cepa Cj 27PFF como control para identificar las cepas de C. jejuni. 
Carriles 4-9: cepas de C. coli. Carriles 10-19: cepas de C. jejuni. 
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8.2   Movilidad 
 De las siete cepas de referencia y de las 25 cepas nativas, se detectó movilidad en 
nueve cepas de C. jejuni y en ocho cepas de C. coli en las condiciones evaluadas. Las 
cepas restantes no mostraron movilidad. Estos datos se presentan en la tabla VII y en la 
gráfica 1. En la figura 7 se muestra visualmente el resultado de los ensayos en cuatro 
cepas con diferente grado de movilidad; se pueden observar halos de color rojo en el 
agar alrededor de los pozos inoculados con las bacterias. El color rojo es resultado de la 
transformación bacteriana del CTT a formazan, presente en el medio de cultivo. En los 
casos donde se observó el formazan en los pozos pero no en el agar alrededor de los 
mismos, se consideraron cepas no móviles. La cepa Cj 37 fue la de mayor movilidad en 
las condiciones evaluadas; las cepas Cj 35PVB y Cc 67PVB fueron las que presentaron 
mayor variación. De las 17 cepas móviles, la mayoría de éstas formaron halos entre 2 y 




Figura 7. Movilidad de las cepas en medio de cultivo semisólido con TTC. Se muestran tres cepas 
móviles, una cepa no móvil y un blanco (SS). La coloración roja en los pozos y los halos se debe al TTC 
reducido a formazan por acción enzimática bacteriana. Cepa móvil: cepa capaz de desplazarse en el 
medio semisólido desde el pozo, identificada por los halos de color rojo. Cepa no móvil: cepa incapaz de 
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Tabla VII 
Movilidad de las cepas de C. jejuni y de C. coli 
C. jejuni 
HALO DE MOVILIDAD 
C. coli 
HALO DE MOVILIDAD 


















Cc 81 13.03 ± 0.21 
Cj 180ip 0 Cc 60 12.67 ± 0.01 
Cj 173ip 10.58 ± 0.0 Cc 100 2.94 ± 0.08 
Cj 57sp 0 Cc 1 7.45 ± 0.3 
Cj 193ip 0 Cc 48 12.42 ± 0.25 
Cj 238ip 5.64 ± 0.48 Cc 90 4.11 ± 0.07 







Cj 101 8.3 ± 0.03 Cc 066F 0 
Cj 102 0 Cc 062F 0 
Cj 37 32.25 ± 0.78 Cc 30PFB 0 
Cj 27PFF 12.82 ± 0.17 Cc M424 0 
Cj 009B 0 Cc 054B 0 
Cj 060B 0 Cc 074F 0 
Cj 034B 3.7 ± 0.37 Cc 61PVT 0 
Cj 35PVB 9.64 ± 2.49 Cc 67PVB 1.99 ± 0.58 
Cj 31PVB 2.22 ± 0.2 Cc 68PVB 0 
a
 Valor promedio ± desviación estándar en milímetros. 
 
  
Gráfica 1. Movilidad de las cepas de C. jejuni (A)  y de C. coli (B). 
 
8.2.1   Prueba de Kruskal-Wallis para evaluar la Movilidad 
 Los resultados de las pruebas se muestran en la tabla VIII. Las diferencias del 
grado de movilidad entre las cepas de C. jejuni y de C. coli son estadísticamente 
significativas. Por tal motivo, se aplicó la prueba de Dunn con el fin de conocer cuáles 
cepas difieren entre sí. Los resultados de esta prueba se presentan en el Apéndice A2, 
donde se observó una diferencia entre las cepas móviles y las no móviles. Las 
diferencias más significativas entre las cepas se presentaron como se indica a 
continuación: a) En C. jejuni, Cj 37 fue diferente a Cj 009B, Cj 060B, Cj 102, Cj 180ip, 
Cj 193ip, Cj 50sp y Cj 57sp; b) En C. coli, Cc 81 y Cc BCO48h fueron difirentes a 
Cc 054B, Cc 062F, Cc 066F, Cc 074F, Cc 30PFB, Cc 61PVT, Cc 68PVB y Cc M424. 
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Tabla VIII 
Prueba de Kruskal-Wallis (H) para la movilidad de C. jejuni y C. coli 
 Método gl 2 (H) Prob. Decisión (0.05) 
 No corregido para repeticiones 15 42.82653 0.000168 Rechazar H0 
C. jejuni Corregido para repeticiones 15 46.74384 0.000040 Rechazar H0 
 No. de grupos de repeticiones 2 
 Factor de multiplicidad  9264 
 
 No corregido para repeticiones 15 41.05102 0.000314 Rechazar H0 
C. coli Corregido para repeticiones 15 46.90672 0.000038 Rechazar H0 
 No. de grupos de repeticiones 1 
 Factor de multiplicidad  13800 
 
8.3   Quimiotaxis 
 La mayoría de los agentes quimiotácticos que se utilizaron como atrayentes no 
afectaron el comportamiento de las cepas, excepto el L-glutamato que tuvo un efecto 
atrayente para 12 cepas (Cj 50sp, Cj 238ip, Cj 35PVB, Cj 31PVB, Cc 1, Cc 48, Cc 60, 
Cc M424, Cc 074F, Cc BCO48h, Cc 61PVT y Cc 68PVB). Además, el L-ácido 
aspártico tuvo el mismo efecto para Cj 61PVB y Cj 68PVB, lo mismo que el citrato para 
Cc 61PVT. Sin embargo, el citrato, el L-glutamato y la L-cisteína (compuestos 
reportados previamente como atrayentes) actuaron como repelentes en Cj 37, Cc 90 y 
Cc 48, respectivamente (tablas IX y X). Todos los agentes quimiotácticos que se 
utilizaron como repelentes afectaron del modo esperado el comportamiento de la 
mayoría de las cepas. Solamente el ácido cólico no tuvo efecto sobre las cepas 
analizadas Cj 57sp, Cj 180ip, Cj 50sp, Cj 060B, Cj 034B, Cj 27PFF, Cc 100, Cc 066F, 
Cc 30PFB y Cc BCO48h. 
 Cuando se analizó el efecto de los agentes quimiotácticos en los ensayos en 
placa, no se encontró ningún efecto negativo sobre la viabilidad de las cepas analizadas. 
Los resultados del ensayo realizado en tubo no mostraron diferencias significativas entre 
las lecturas de Trans600 y UFCs, es decir, los AQ’s no estimularon el crecimiento durante 
el periodo de incubación de 4h. 
 En las figuras 8 y 9 se muestra cómo se realizaron los ensayos y la interpretación 
de los mismos. Para esto se siguieron los criterios descritos por Hugdahl et al. (1988) y 
Hazeleger et al. (1998). Después de la incubación, alrededor de cada HAP se observó un 
halo claro u opaco. Los halos claros representan halos de repulsión, por migración de las 
bacterias alejándose del compuesto. Los halos opacos representan halos de atracción, por 
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Tabla IX 
Quimiotaxis de las cepas de Campylobacter jejuni 
Agentes Quimiotácticos 
[0.1M], pH 7.0 
CEPAS a 


























































































































0 0 0 0 + 0 + 0 0 0 0 0 0 0 + + 
L-serina 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
L-ácido 
aspártico 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
Citrato (sodio) 0 0 0 0 0 0 0 0 - 0 0 0 0 0 0 0 
L-cisteína 
hidroclorada 













- - - - - - - - - - - - - - - - 
Ácido 
deoxicólico 
- - - - - - - - - - - - - - - - 
Ácido 
quenodeoxicólico 
- - - - - - - - - - - - - - - - 
Ácido cólico - 0 - 0 0 - - - - - - 0 0 0 - - 
a




Quimiotaxis de las cepas de Campylobacter coli 
Agentes Quimiotácticos 

























































































































- 0 + + 0 + 0 0 + 0 + 0 + + 0 + 
L-serina 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
L-ácido 
aspártico 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 + 0 + 
Citrato (sodio) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 + 0 0 
L-cisteína 
hidroclorada 













- - - - - - - - - - - - - - - - 
Ácido 
deoxicólico 
- - - - - - - - - - - - - - - - 
Ácido 
quenodeoxicólico 
- - - - - - - - - - - - - - - - 
Ácido cólico - - - - 0 - - 0 - - - 0 0 - - - 
a
 + quimiotaxis positiva (halo de atracción), - quimiotaxis negativa (halo de repulsión), 0 sin quimiotaxis. 
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Figura 8. Ensayo de Quimiotaxis con Campylobacter sp. Método HAP (hard-agar plug) 
utilizado por Hugdahl et al. (1988) y Hazeleger et al. (1998). Agentes quimiotácticos: 
0.1M, pH 7.0 en PBS. Incubación: 4h/42
o
C en microaerofilia. Formación de halos de 




Figura 9. Halos de migración bacteriana por efecto de los Agentes Quimiotácticos. Los signos 
positivo y negativo al lado de cada imagen, indican que el compuesto actúo como atrayente (+) o 
repelente (-). La punta de las flechas indica el margen de los halos de atracción o de repulsión formados 
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 Actualmente se conocen varias proteínas PEB, que tienen una doble función al 
actuar como adhesinas y como transportadores de compuestos con gran afinidad por 
aminoácidos con carga negativa (aspartato y glutamato). Considerando esto, se evalúo el 
ácido aspártico y el L-glutamato a un pH menor a 7.0, usando la misma técnica de HAP. 
Los resultados se muestran en la tabla XI. Cuando estos dos compuestos se evaluaron a 
pH 7.0, la mayoría de las cepas no afectaron su comportamiento; pero a un pH menor, 




























Cj 5653 + 0
Cj 180ip + +
Cj 173ip + 0
Cj 57sp + 0
Cj 193ip + +
Cj 238ip + +





Cj 101 + 0
Cj 102 0 +
Cj 37 + +
Cj 27PFF + 0
Cj 009B + 0
Cj 060B + +
Cj 034B + 0
Cj 35PVB + +











Cc 81 + 0
Cc 60 + 0
Cc 100 + 0
Cc 1 + 0
Cc 48 + +
Cc 90 + +
Cc BCO48h + 0
Cc 066F + 0
Cc 062F + +
Cc 30PFB + +
Cc M424 + 0
Cc 054B 0 0
Cc 074F + 0
Cc 61PVT - +
Cc 67PVB + +
Cc 68PVB + +
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8.3.1   Prueba de Friedman para evaluar la Quimiotaxis 
 Los resultados de esta prueba indicaron que no hay diferencias estadísticamente 
significativas entre las cepas de C. jejuni y de C. coli (tabla XII), respecto al 
comportamiento quimiotáctico con los nueve AQ´s evaluados a pH 7.0. Para más 




Prueba de Friedman para los ensayos de Quimiotaxis 
 C. jejuni C. coli 




gl 15 15 
Sig. 0.417 0.314 
 
  
8.4   Hemólisis 
 En las 32 cepas analizadas se detectó actividad hemolítica cuando se incubaron 
en una atmósfera con 33% de CO2 a 35
o
C (tabla XIII). La actividad hemolítica tipo beta 
(β) se detectó como una zona clara en el medio, por debajo y en la periferia de la zona 
del crecimiento bacteriano (figura 10, S. pyogenes ATCC 19615 como control). La 
actividad hemolítica tipo alfa (α) se detectó como una zona roja-rosa en el medio de 
cultivo, por debajo del crecimiento bacteriano (figura 11, S. sanguinis ATCC 10556 
como control). Se realizaron cortes finos de la zona debajo del crecimiento bacteriano y 
de la zona donde no se detectó hemólisis, se montaron en portaobjetos y se observaron 
en un microscopio óptico. En ambos tipos de hemólisis se observó un daño de la 
membrana de los eritrocitos presentes debajo de la zona del crecimiento bacteriano. 
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Figura 10. Hemólisis tipo Beta en las cepas de C. jejuni y de C. coli. a) Hemólisis beta típica de 
S. pyogenes ATCC 19615 (control). b) Hemólisis producida por una cepa de C. jejuni, identificada por 
una zona clara por debajo y alrededor del crecimiento bacteriano. Todas las cepas de C. jejuni y de C. coli 
analizadas mostraron la misma actividad hemolítica después de ser incubadas en una atmósfera de 
33% CO2 a 35
o
C y pH 7.5 durante 7 días en AMH con sangre. 
 
 
Figura 11. Hemólisis tipo Alfa de las cepas de C. jejuni y de C. coli. a) Hemólisis alfa típica de 
S. sanguinis ATCC 10556 (control). b) Hemólisis producida por tres cepas de C. jejuni, identificada por 
una zona rojo-rosa por debajo del crecimiento bacteriano (vista superior e inferior de la placa). Todas las 
cepas de C. jejuni y de C. coli analizadas mostraron la misma actividad hemolítica después de ser 
incubadas en una atmósfera de 33% de CO2 a 35
o
C y pH 6.5 durante 2 días en AMH con sangre. 
 
a) Hemólisis de S. pyogenes
b) Hemólisis de C. jejuni 066F
a) Hemólisis de S. sanguinis
b) Hemólisis de Campylobacter spp.
Vista superior Vista inferior
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Tabla XIII 






















































































































α-HLAb + + + + + + + + + + + + + + + + 
β-HLAc + + + + + + + + + + + + + + + + 
                  













































































































α-HLAb + + + + + + + + + + + + + + + + 
β-HLAc + + + + + + + + + + + + + + + + 
a
 Cepa: hemolítica (+), no hemolítica (-);  
b
 α-HLA = hemólisis tipo alfa; 
c
 β-HLA = hemólisis tipo beta. 
 
8.4.1   Prueba de Friedman para evaluar la Hemólisis 
 Todas las cepas presentaron actividad hemolítica, por tanto no hay variación en 
la expresión de este factor de virulencia y debido a eso no fue necesario analizar la 
variación entre las cepas. Sin embargo, los datos codificados se utilizaron para realizar 
los análisis multivariantes: 0 = sin actividad hemolítica, 1 = con actividad hemolítica. 
 
8.5   Ensayos de Adhesión, Invasión y Citotoxicidad 
a)   Viabilidad de la línea celular Vero 
 Previo a realizar los ensayos de adhesión e invasión celular y de citotoxicidad, la 
viabilidad de la línea celular Vero se determinó entre el 90% y el 95%. Esto se 
determinó cuantificando el número de células vivas y muertas por cada 100 células 
observadas en diferentes campos visuales de un microscopio óptico y con el uso de una 
cámara de Neubauer, después de agregarles MTT, en cada subcultivo de la línea celular. 
Previo a la tripsinización, las células Vero se observaban formando una monocapa 
confluente con células típicas de esta línea celular (figura 12A); después de la 
tripsinización las células se redondearon, quedando suspendidas en el medio de cultivo 
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(figura 12B). Después de realizar el subcultivo, se tomaron alícuotas del inóculo restante 
y se agregó MTT. Este compuesto fue reducido a formazan por acción de la enzima 
succinato deshidrogenasa mitocondrial de las células vivas. Las células teñidas de color 
violeta (formazan) eran viables, las células sin teñir estaban muertas. La tinción de las 
células con MTT es directamente proporcional a la viabilidad de las mismas. 
 
  
Figura 12. Línea Celular Vero. A) Monocapa confluente de células Vero en cultivo con DMEM. 
B) Células Vero teñidas con MTT después de ser tripsinizadas durante el subcultivo de la línea celular. 
Las flechas rojas señalan células no teñidas (células muertas).  
 
b)   Adhesión e Invasión Celular 
 En todas las cepas de C. coli y de C. jejuni analizadas se detectó adherencia e 
invasión sobre la línea celular Vero. El inóculo bacteriano inicial fue de 1x10
6
 UFC. En 


















 UFC invasivas. Los resultados indicaron que C. jejuni tiene un mayor grado de 
adhesión celular (1.69%) y una menor invasión (0.006%) comparadas con la adhesión 
celular (0.836%) y la invasión celular (0.0098%) de C. coli (tabla XIV). En general, las 
células bacterianas adheridas representaron menos del 5% y las invasivas (bacterias que 
atravesaron la membrana de las células Vero) representaron menos del 1% del inóculo 
inicial. Sin embargo, existe una gran variación en las UFCs recuperadas de ambos 
factores de virulencia. Las cepas con mayor adherencia fueron: Cj 102, Cj 5653, Cj 37, 
Cj 50sp, Cj 173ip, Cj 31PVB, Cc 1, Cc 60, Cc 054B, Cc M424 y Cc61PVT. Y las cepas 
más invasivas fueron: Cj 193ip, Cj 173ip, Cj 238ip, Cj 27PFF, Cc 100, Cc 60, Cc M424, 
Cc 062F y Cc BCO48h. 
 
A B 
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 Las bacterias que se adhirieron e internalizaron en las células Vero se observaron 
aplicando la técnica de AO-CV, utilizando un Microscopio de Epifluorescencia. 
Después de fijar células Vero en cubreobjetos e incubándose con las cepas de 
Campylobacter, las bacterias teñidas de color verde (bacterias viables) se observaron 
agregadas en la membrana de las células Vero. Debido a que el naranja de acridina tiñe 
ADN, el núcleo de las células Vero también se observó de color verde. Esto no interfirió 
con la visualización de las bacterias. En los ensayos no se observaron bacterias muertas 
(bacterias teñidas de color naranja) (figura 13). 
 
Tabla XIV 
Adhesión e Invasión de C. jejuni y C. coli sobre Vero 
 
Cepas a 
Adheridasb Invasivasb Adheridas Invasivas 












 Cj 57sp 4.3x10
3 ± 2.2x102 4.2x101 ± 3x101 0.43 0.0042 
Cj 5653 3.5x104 ± 1.2x104 8x101 ± 2.6x101 3.5 0.008 
Cj 193ip 3.5x103 ± 2.2x102 1.7x102 ± 9.8x101 0.35 0.017 
Cj 180ip 3.3x103 ± 2.9x102 1.8x101 ± 1x101 0.33 0.0018 
Cj 50sp 6.3x104 ±12.2x104 7x100 ± 5x100 6.3 0.0007 
Cj 173ip 1.9x104 ± 1.2x103 1.4x102 ± 2.1x101 1.9 0.014 







Cj 101 1.2x103 ± 2.8x102 3x100 ± 1x100 0.12 0.0003 
Cj 102 2.3x104 ± 7.7x102 5.5x101 ± 3.5x101 2.3 0.0055 
Cj 37 4x104 ± 1.2x104 1x101 ± 1x100 4 0.001 
Cj 009B 1.2x103 ± 8.4x101 3x101 ± 3x100 0.12 0.003 
Cj 060B 7.9x103 ± 5x102 2x100 ± 1x100 0.79 0.0002 
Cj 034B 2.9x103 ± 2x102 5x101 ± 2.3x101 0.29 0.005 
Cj 27PFF 3.3x103 ± 1.2x103 2.6x102 ± 1.8x102 0.33 0.026 
Cj 35PVB 6.6x103 ± 4.9x103 7x100 ± 4x100 0.66 0.0007 
Cj 31PVB 5.4x104 ± 1.3x104 1.2x101 ± 2x100 5.4 0.0012 








Cc 90 2.2x103 ± 2.5x102 6.2x101 ± 7x100 0.22 0.0062 
Cc 81 1.9x103 ± 9.6x102 1.4x101 ± 1.2x101 0.19 0.0014 
Cc 1 1.2x104 ± 2.1x103 7x100 ± 5x100 1.2 0.0007 
Cc 48 4.1x103 ± 9.9x102 1.3x101 ± 1x101 0.41 0.0013 
Cc 100 5x103 ± 2.5x103 1.7x102 ± 5x101 0.5 0.017 
Cc 60 1x104 ± 1x103 1.6x102 ± 2.1x101 1 0.016 
Cc 054B 3.8x104 ±1.3x104 3x100 ± 1x100 3.8 0.0003 
Cc 066F 3.9x103 ± 3.6x103 1x101 ± 1x100 0.39 0.001 
Cc M424 1.8x104 ± 1.2x104 5.7x102 ± 7x101 1.8 0.057 
Cc 062F 5.8x103 ± 2x102 2.8x102 ± 8.4x101 0.58 0.028 
Cc 074F 5.4x103 ± 1.9x103 2.7x101 ± 1.8x101 0.54 0.0027 
Cc 30PFB 3.3x103 ± 1.3x103 2x100 ± 1x100 0.33 0.0002 
Cc BCO48h 4.4x103 ± 1.2x103 2.3x102 ± 2.3x101 0.44 0.023 
Cc 61PVT 1x104 ± 1.8x103 1.2x101 ± 1.1x101 1 0.0012 
Cc 67PVB 3.6x103 ± 1.3x103 2x100 ± 1x100 0.36 0.0002 
Cc 68PVB 4.5x103 ± 2.3x103 5x101 ± 5x100 0.45 0.0005 
Promedio 8.3x103 ± 2.9x103 9.8x101 ± 2x101 0.836 0.0098 
a
 Inóculo inicial: 1x10
6
 UFC = 100%; 
b
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Figura 13. Visualización de las células de C. jejuni 5653 en las células Vero con microscopio de 
epifluorescencia, utilizando la técnica de tinción AO-CV. Las células bacterianas están teñidas de color 
verde (señaladas con las elipses de color rojo), al igual que el núcleo de las células Vero.  
 
c)   Prueba de ANOVA para evaluar la Adhesión e Invasión Celular 
 De acuerdo a los resultados de las pruebas, el análisis estadístico mostró que no 
existen diferencias estadísticamente significativas entre las cepas de C. jejuni; lo mismo 
ocurrió con las cepas de C. coli, respecto a la adhesión e invasión celular (tabla XV). Sin 
embargo, la diferencia entre el grado de adhesión celular comparado con el grado de 
invasión celular (bloques), es estadísticamente significativa.  Es decir, no hubo una gran 
diferencia entre el número de bacterias adherentes o invasivas en las células Vero, sin 
embargo, se observó que el número de bacterias adherentes es mayor que las invasivas. 
Tabla XV 
ANOVA para la Adhesión e Invasión de C. jejuni y C. coli 






Tipo III gl 
Cuadrados 




 17 16.481 38.168 .000 
Cepa 4.895 15 .326 .756 .703 
Bloque 47.483 1 47.483 109.963 .000 
Error 6.477 15 .432     
Total 286.659 32       




 17 15.537 42.812 .000 
Cepa 6.103 15 .407 1.121 .414 
Bloque 45.387 1 45.387 125.061 .000 
Error 5.444 15 .363     
Total 269.577 32       
a




 = 0.977 (R
2




 = 0.980 (R
2
 ajustado = 0.957) 
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d)   Citotoxicidad 
 Para evaluar la producción de la CDT, se utilizaron dos técnicas. En la primera, 
los filtrados bacterianos del cultivo bifásico provocaron una distensión de las células 
Vero, además de un aumento en la proliferación de la línea celular. Este mismo efecto se 
observó con el ICC (control). En los ensayos se observó que al añadir el MTT e incubar 
por 3h, la producción de formazan era mayor en los pozos con los filtrados de las cepas 
y en el ICC comparados con el control negativo, con la Verotoxina y en los pozos con 
las diluciones más altas de la CDT (figura 14a). En la segunda técnica empleada, a partir 
de células bacterianas tratadas con polimixina B, se observaron células Vero dañadas y 
muertas cuando estuvieron en contacto con los filtrados bacterianos (sin diluir) de todas 
las cepas y con la Verotoxina (figura 14b). Al verlas en el microscopio, las células Vero 
se observaron redondeadas y desprendidas de la superficie del pozo (figura 15). 
 Suponemos que este efecto citotóxico en las células Vero fue ocasionado por 
efecto de la CDT que expresaron las cepas de C. coli y de C. jejuni. De acuerdo con 
Coote y Arain (1996), quienes trabajaron con la misma línea celular, la polimixina B 
promueve un aumento en la producción de la CDT y la enterotoxina; y solo la CDT 
causa muerte celular (Wassenaar, 1997; Whitehouse et al., 1998; Pickett y Lee, 2005). 
Los filtrados bacterianos del cultivo bifásico promovieron la proliferación celular (entre 
un 20% y un 60%) en lugar de la muerte celular de las células Vero, posiblemente este 
efecto se debió a los nutrientes del ICC. Los datos que se presentan a continuación, 
corresponden a los efectos de los filtrados de la CDT producida y liberada con 
polimixina B. Los títulos de la CDT50 se detectaron en la dilución 1:2 en la mayoría de 
las cepas. El efecto citotóxico de la CDT se detectó hasta la dilución 1:4 para la mayoría 
de las cepas, y hasta la dilución 1:8 para la Verotoxina y para las cepas Cj 102, Cj 5653, 
Cj 193ip, Cj 238ip, Cj 034B, Cj 35PVB, Cc 48, Cc 066F y Cc 30PFB. Estos resultados 
se reportaron como porcentaje de muerte celular de Vero (gráfica 2). 
  
 
Gráfica 2. Muerte celular de Vero por efecto de la CDT de Campylobacter. A) Cepas de C. jejuni. 
B) Cepas de C. coli. CDT producida con polimixina B. La muerte celular de las células Vero se detectó en 
las 32 cepas de Campylobacter, al aplicar la CDT concentrada y diluída hasta 1:8. 
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Figura 15. Citotoxicidad de la CDT en la línea celular Vero. Efecto citotóxico de la CDT producida 
por las cepas de C. jejuni y de C. coli, y liberada de las bacterias usando polimixina B. (A) Células Vero 
en monocapa confluente, sin CDT; (B) Células Vero muertas por efecto de la Verotoxina (control); 
(C y D) Células Vero muertas por efecto de la CDT (sin diluir) producida por las cepas bacterianas 
Cj 31PVB y Cc 100, respectivamente. 
A) B)
C) D)
Figura 14. Ensayos de citotoxicidad. A) CDT producida en cultivo bifásico: en los pozos con 
CDT concentrada y con □ ICC hubo gran producción de formazan en 3h de incubación a 
diferencia de los pozos con □ Verotoxina (control +), □ sin CDT (control -) o con CDT muy 
diluida. B) CDT producida en DMEM+Polimixina B: en los pozos con CDT concentrada y 
con □ Verotoxina (control +) no hubo producción de formazan en 3h de incubación a diferencia 
de los pozos con □ Polimixina B, □ sin CDT (control -) o con CDT muy diluida. 
A B 
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d)   Prueba de ANOVA para evaluar la Citotoxicidad 
 De acuerdo a los resultados, el análisis estadístico mostró que no existen 
diferencias estadísticamente significativas entre las cepas de C. jejuni; lo mismo ocurrió 
con las cepas de C. coli (tabla XVI). Es decir, el efecto citotóxico de la CDT en las 
células Vero es el mismo entre las cepas de C. jejuni y de C. coli. 
 
Tabla XVI 
ANOVA para la Citotoxicidad de C. jejuni y C. coli 
   Suma de Cuadrado    Potencia 
 Fuente DF Cuadrados Medio F Prob  (Alfa=0.05) 
 Cepas 16 1345.098 84.06863 0.06 1.000000 0.066800 
C. jejuni Error 41 58448.65 1425.577 
 Total (Ajustado) 57 59793.75 
 Total 58 
 
 Cepas 16 1994.41 124.6506 0.08 0.999998  0.074494 
C. coli Error 38 55769.99 1467.631 
 Total (Ajustado) 54 57764.4 
 Total 55 
 
8.6   Análisis estadísticos adicionales 
8.6.1   Modelación matemática de Campylobacter sp. 
 A partir del modelo Linear se construyó el modelo Inverso, el cual se utilizó para 
ajustar los inóculos de las cepas en todos los ensayos (tabla XVII). También ayudó a 
estimar el error para cualquier otro valor deseado dentro del intervalo de 0 a 12x10
8
 
UFC/ml. El modelo inverso tiene un R
2
 = 0.999, lo cual significa que es excelente para 
modelar y estimar cualquier valor, de forma directa o inversa, el inóculo de las bacterias; 
esto se logró tomando como base la escala de McFarland y sus respectivos valores en 
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Tabla XVII 
















Y  X X Ŷ = B1X Ŷ = B0 + B1/X 
0 0 100 0 0.2 
1.5 0.5 74.3 1.5 1.4 
3 1 55.6 3 2.8 
6 2 35.6 6 6 
9 3 26.4 9 9.2 
12 4 21.5 12 11.9 
aX = var. independiente; Y = var. dependiente; Ŷ = valor estimado de la var. dependiente; B0 y B1 = constantes de las fórmulas. 
bModelo Linear: B1 = 3; X = valor de escala McFarland. R
2 = 1 
cModelo Inverso: B0 = -2.956; B1 = 319.876; X = valor de transmitancia (%). R
2 = 0.999 
 
8.6.2   Análisis Multivariantes 
 El análisis de componentes principales (ACP) extrajo dos componentes de los 7 
factores analizados (ver gráfica 3 y tabla XVIII), en los que se acumuló más del 70% de 
la información. El primer componente agrupó a la quimiotaxis, a la actividad hemolítica, 
a la adhesión celular y a la CDT; estos factores están relacionados con componentes de 
la pared celular bacteriana, específicamente con proteínas presentes en esta parte de la 
célula. El segundo componente agrupó a la movilidad celular, que puede deberse 
principalmente a los flagelos bacterianos. En términos biológicos, este análisis permitió 
explicar la virulencia de C. jejuni y de C. coli, la cual se debe principalmente a dos 
factores (tabla XIX): 1) los componentes de la pared celular y 2) la movilidad celular. La 
invasión celular es el único factor de virulencia que influyó de manera casi equitativa 
entre los dos componentes.  
 
Tabla XVIII 
Varianza Total Explicada del ACP 
Componente 
Autovalores Iniciales Extracción de Suma de Cuadrados Rotación de Suma de Cuadrados 
Total 












1 4.274 61.052 61.052 4.274 61.052 61.052 4.100 58.569 58.569 
2 1.079 15.420 76.472 1.079 15.420 76.472 1.253 17.903 76.472 
3 .857 12.237 88.709             
4 .462 6.605 95.313             
5 .224 3.198 98.512             
6 .104 1.488 100.000             
7 1.53E-
016 
2.18E-015 100.000             
Método de Extracción: Análisis de Componentes Principales. 
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  Tabla XIX 






 Componentes de 





















Método de Extracción: Análisis de Componentes Principales. 
 
 
 El escalamiento multidimensional métrico (ALSCAL) permitió evaluar las 
relaciones o independencia entre los factores de virulencia analizados para las 32 cepas 
de Campylobacter, además de confirmar gráficamente los resultados obtenidos en el 
ACP respecto a los factores de virulencia agrupados para los componentes nombrados 
―Componentes de la Pared Celular‖ y ―Movilidad Celular‖. Estos resultados se obervan 
en el escalograma de la gráfica 4. El error y es ajuste para este modelo multidimensional 
(coeficiente de determinación) son: Stress = 0.06118, RSQ = 0.99017. El gráfico de 
ajuste linear para el modelo de distancia euclidiana, muestra que entre las distancias y 
las disparidades, el modelo se ajusta correctamente de manera linear (ver apéndice 7). 
Todos estos resultados indican que el modelo dimensional es correcto y confiable para 
evaluar la relación entre los facotres de virulencia analizados. 
 En el mapa dimensional (escalograma), la movilidad y la invasión son los 
factores de virulencia más distantes de los demás. La adhesión y la quimiotaxis forman 
un grupo, al igual que la hemólisis tipo alfa y tipo beta. La citotoxicidad esta próxima a 
la adhesión, a la quimiotaxis y la actividad hemólitica. En la dimensión 1, la 
citotoxicidad y la movilidad son los factores de virulencia que determinan el eje vertical. 
En la dimensión 2, la adhesión y la invasión son los factores de virulencia que 
determinan el eje horizontal. 
 
 
Número de Componentes 
















Gráfica 3. Gráfico de Sedimentación 
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Gráfica 4. Escalamiento Multidimensional métrico (ALSCAL). La movilidad y la 
invasión de Campylobacter son los más distantes del resto de los factores de virulencia. La 
actividad hemólitica es la variable de menor peso en ambas dimensiones. 
 
 Respecto al Análisis de Correlación Múltiple de los Factores de Virulencia, los 
resultados de la prueba mostraron una correlación menor al 35% en la mayoría de los 
casos. Es decir, cada uno de ellos es independiente y poco influenciado por los demás 
factores. En las matrices de proximidad resaltaron tres aspectos importantes: 1) la 
actividad hemolítica carece de una correlación lineal con los demás factores de 
virulencia, 2) en C. jejuni, las correlaciones más importantes se dieron entre la 
movilidad con la CDT (ρ = 0.598) y con la quimiotaxis (ρ = -0.524), y 3) en C. coli, la 
correlación más importante se dió entre la invasión celular y la fuente de aislamiento 
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 De los diferentes factores de virulencia analizados, los más constantes entre las 
cepas fueron la actividad hemolítica y la citotoxicidad. La movilidad es el único de estos 
factores que parece no estar presente en algunas de las cepas analizadas. No se está 
afirmando que dichas cepas sean inmóviles o que carezcan de flagelos, simplemente no 
mostraron movilidad en las condiciones en las que se realizaron los ensayos. Sin 
embargo, hay que considerar que esta característica puede ser influenciada por las 
condiciones del medio ambiente. Algunas condiciones que se han reportado afectan la 
movilidad en las bacterias incluyen la viscosidad, el pH y el diseño estructural del 
flagelo (Schneider y Doetsch, 1974; Greenberg y Canale, 1977; Ferrero y Lee, 1988; 
Szymanski et al., 2005; Goon et al., 2006). Nuijten et al., (1989) y Guerry et al. (2006) 
han mencionado al respecto que la expresión de las flagelinas es regulada a nivel 
transcripcional, y además observaron que esta actividad es reversible. 
 Se ha establecido que en ambientes viscosos, las bacterias en forma de bacilo y 
con flagelos perítricos o polares (como Campylobacter) presentan una mayor movilidad 
que en medios o ambientes no viscosos. También la conformación de la hélice flagelar 
afecta la eficiencia de la propulsión (Schneider y Doetsch, 1974). La alta movilidad que 
poseen determinadas bacterias flageladas como Pseudomonas en ambientes viscosos, se 
debe a que poseen un aparato flagelar especializado que les confiere una mejor 
adaptación en tales ambientes (Greenberg y Canale-Parola, 1977; Ferrero y Lee, 1988). 
Estas mismas cualidades flagelares y ventajas ecológicas se observan en las cepas 
flageladas de  C. jejuni (Ferrero y Lee, 1988, Szymanski et al., 1995). 
 Debido a todos estos factores, se pueden detectar cepas flageladas móviles o no 
móviles, y cepas sin flagelo que se confundirían con las flageladas no móviles. En tales 
casos se requiere un análisis más detallado de la estructura de los flagelos, así como de 
sus genes fla. La importancia de los flagelos no sólo radica en la locomoción celular, ya 
que estas estructuras también están implicadas con otras actividades y factores de 
virulencia como en la adhesión e invasión celular (Grant et al., 1993), en el transporte de 
proteínas con diferentes actividades biológicas (Konkel et al., 2004; Poly et al., 2007) 
así como en la respuesta inmune del hospedero (Hickey et al., 1999; Zilbauer et al., 
2005; Chen et al., 2006; Johanesen y Dwinell, 2006). Se ha establecido que durante el 
proceso de infección, los flagelos son de los primeros factores implicados en el contacto 
celular e inicio de la infección. Todas estas características le confieren la cualidad de ser 
un factor de virulencia muy importante. 
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 Se conoce que el éxito o fracaso de la infección también está determinada por las 
propiedades de las células susceptibles, por las sustancias del medio que pueden actuar 
como agentes quimiotácticos (Hugdahl et al., 1988), como inhibidores o potenciadores 
del proceso infeccioso (Russell y Blake, 1994; Ruiz-Palacios, 2003; Malik-Kale et al., 
2008), por determinados genes de virulencia bacterianos tales como che, peb, jlp, fla, 
maf y cia (Yao et al., 1997; Karlyshev et al., 2002; van Alphen et al., 2008) y por la 
respuesta del sistema inmune con la producción de interleucinas y defensinas del 
hospedero en contra de estos patógenos (Zilbauer et al., 2005; van Alphen et al., 2008). 
 La adhesión de bacterias en las células Vero resultó ser muy variable en las cepas 
analizadas en este trabajo. Esto también lo han reportado varios investigadores para ésta 
y para otras líneas celulares eucariotas (Konkel y Joens, 1989; Johanesen y Dwinell, 
2006). Considerando que el número de bacterias y el tiempo de contacto influyen, no 
todas las cepas de Campylobacter spp. son adherentes o invasivas a las mismas líneas 
celulares (Friis et al., 2005; van Alphen et al., 2008) debido a que cada una expresa 
fenotipos epiteliales particulares. 
 La adherencia e invasión son dependientes de factores intrínsecos y extrínsecos a 
Campylobacter sp. Entre los factores dependientes están el tipo celular susceptible de 
infección (Konkel y Joens, 1989; Grant et al., 1993), el sistema de microfilamentos y 
microtúbulos de la célula eucariota (Oelschlaeger et al., 1993; Russell y Blake, 1994; 
Kopeko et al., 2001; Biswas y Sasakawa, 2003; Monteville et al., 2003), las proteínas de 
membrana o proteínas secretadas por Campylobacter como Maf, Fla, Cia, Ceu, CapA y 
PEB1 (de Melo y Pechère, 1990; Konkel et al., 1999; Konkel et al., 2004; León-Kempis 
et al., 2006; Ashgar et al., 2007), la alteración del potencial de membrana de la célula 
infectada (Russell y Blake, 1994; Dé et al., 2000; Chen et al., 2006), la secreción de 
sustancias en el líquido intersticial o en el tracto gastrointestinal del hospedero que 
alteran el comportamiento bacteriano (Hugdahl et al., 1988; Malik-Kale et al., 2008), 
incluso la presencia de enterovirus en las células eucariotas (Konkel y Joens, 1990). 
Todos estos factores determinan en parte el número de bacterias que logran atravesar e 
internalizarse en las células del huésped (Konkel y Joens, 1989; van Alphen et al., 
2008). También se ha demostrado en C. jejuni que el grado de invasión celular es 
dependiente del tiempo y del número de células bacterianas que están en contacto con el 
huésped (Russell y Blake, 1994), así como de la temperatura ya que este factor físico 
tiene influencia incluso a nivel genético alterando las rutas de señalización dependientes 
de temperatura como el sistema dual RacR-RacS (Rac - habilidad reducida de 
colonización) (Brás et al., 1999). Se reconoce que la adherencia de Campylobacter spp. 
a determinadas líneas celulares es necesaria para la invasión, pero no se correlacionan el 
número de bacterias adheridas con el número de bacterias invasivas (intracelulares), ya 
que en estos dos procesos intervienen antígenos diferentes (Konkel y Joens, 1989). 
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 En este estudio se evalúo el comportamiento de 32 cepas de Campylobacter, 
poniendo en contacto a las bacterias con diferentes sustancias previamente reportadas 
como atrayentes o repelentes. Los parámetros controlados fueron la temperatura (42
o
C), 
la atmósfera (microaerofilia: 10% CO2, 5% O2 y 85% N2), el tiempo de contacto (4h), la 
cantidad de inóculo (4.5x10
8
 UFC/ml), el pH (pH 7.0 y pH < 7.0), el efecto de otro 
compuesto durante el ensayo en PBS (carencia de nutrientes) y los agentes 
quimiotácticos (atrayentes y repelentes a [0.1M]). Los repelentes utilizados fueron 
seleccionados por ser parte de los ácidos biliares del cuerpo humano; estos ocasionaron 
que las bacterias migraran en contra del gradiente, pero los atrayentes (ácido aspártico y 
L-glutamato) solo tuvieron un efecto de migración a favor del gradiente a un pH < 7.0 en 
la mayoría de las cepas. Nuestros resultados indicaron una respuesta diferencial frente a 
un determinado estímulo, debido tanto por las características propias de las cepas como 
por la intensidad o tipo de estímulo que afecta a las células bacterianas. Malik-Kale et al. 
(2008) demostraron que al cambiar las condiciones de cultivo, al poner en contacto a 
C. jejuni con deoxicolato de sodio, esta sustancia induce la expresión de genes de 
virulencia (ciaB, cmeABC, dccR, tlyA, etc.) y altera su comportamiento en la invasión 
celular, sin embargo no afecta a la motilidad ni la adherencia celular. 
 En nuestro estudio incluimos colatos y deoxicolatos (DOCs), los cuales son parte 
de los ácidos biliares. Se sabe que estas moléculas amfipáticas actúan como detergentes 
y tienen actividad antimicrobiana; su concentración promedio en el intestino humano 
varía de 0.2% a 2% (Malik-Kale et al., 2008).  Se ha demostrado que la bilis regula la 
expresión de genes de virulencia en varios patógenos gastrointestinales (Elliot, 1985; 
Osawa y Yamai, 1996; Gupta y Chowdhury, 1997; Pace et al., 1997; Osawa et al., 2002; 
Prouty et al., 2004a,b; Begley et al., 2005; Olive et al., 2007). En el sistema 
gastrointestinal, considerando las condiciones dentro del huésped (por ejemplo, ácidos 
biliares y otros compuestos secretados, compuestos presentes en el bolo alimenticio y 
pH ácido), además de las características de las campilobacterias (por ejemplo, forma 
bacilar, orientación y desplazamiento flagelar, producción de toxinas y alta movilidad en 
medios viscosos), estas bacterias son estimuladas por todos los factores mencionados,  
ocasionando que atraviesen el mucus epitelial e infecten a los enterocitos. Iniciando de 
esta manera el proceso infeccioso o campilobacteriosis (Young et al., 2007). 
 El 53% de las 32 cepas analizadas fueron móviles en las condiciones evaluadas. 
Entre la movilidad y la quimiotaxis se observó una correlación negativa del 52.4% en 
C. jejuni y del 13.3% en C. coli. La respuesta quimiotáctica de cada cepa dependió del 
agente quimiotáctico y del pH del medio. Aunque se reconoce que el desplazamiento de 
las bacterias flageladas está influenciado positivamente por la quimiotaxis, Takata et al. 
(1992) demostraron que cepas flageladas de C. jejuni ―no quimiotácticas‖ son 
activamente móviles, y Malik-Kale et al. (2008) demostraron que la motilidad de 
C. jejuni no es afectada cuando está en contacto con deoxicolatos. La quimiotaxis como 
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factor de virulencia se ha estudiado principalmente en enterobacterias y otros patógenos 
de importancia para el hombre. Esto también ha sido estudiado en Campylobacter spp. 
por Paster y Gibbons (1986), por Hugdahl et al. (1988), Yao et al. (1997), Hazeleger et 
al. (1998) y por Ketley y Konkel (2005); quienes evaluaron el efecto de la temperatura y 
gradientes químicos de diversas sustancias en los procesos de movilidad, adhesión e 
invasión celular. Encontraron que el comportamiento quimiotáctico de Campylobacter 
spp. está influenciado por condiciones ambientales como la temperatura, la atmósfera y 
la concentración de determinados compuestos químicos en el ambiente. Por lo tanto, el 
desplazamiento bacteriano guiado por quimiotaxis, permite que las bacterias capaces de 
adaptarse mejor a sus hábitats naturales, migren de una condición de estrés a 
condiciones ambientales más favorables (Lux y Shi, 2004). 
 Los flagelos y la quimiotaxis determinan el movimiento bacteriano. Este 
fenómeno se lleva a cabo por señales químicas entre el ambiente y la célula bacteriana. 
Las rutas bacterianas de transducción de señales quimiotácticas están formadas por tres 
elementos básicos: 1) la recepción de la señal, detectada por quimiorreceptores 
localizados en la membrana, 2) la transducción de la señal, retransmitida de los 
receptores al motor flagelar (cuerpo basal), y 3) la adaptación de la señal, para responder 
a la señal inicial entrante (Lux y Shi, 2004). 
 Otros factores de virulencia de gran importancia son las toxinas. En esta 
investigación de determinó que las 32 cepas de Campylobacter nativas analizadas 
mostraron actividad hemolítica y un efecto citotóxico en la línea celular Vero. 
Suponemos que esta actividad hemolítica es por efecto de las proteínas tipo fosfolipasas 
presentes en la membrana de C. jejuni y C. coli. Dichas enzimas han sido detectadas y 
caracterizadas en Campylobacter spp. por Hossain et al. (1993), Richardson y Park 
(1995), Grant et al. (1997), Parkhill et al. (2000) e Istivan et al. (2004). La citotoxicidad 
de estas cepas en las células Vero es por efecto principal de la CDT y no por la acción de 
la enterotoxina (Coote y Arain, 1996). Los títulos de la CDT50 se observaron en la 
dilución 1:2 en la mayoría de las cepas (gráficas 3 y 4), es decir, en ésta dilución de 
detectó >50% de muerte celular. A diferencia de la enterotoxina, la CDT causa la muerte 
celular al dañar el ADN de la célula eucariota (Whitehouse et al., 1998, Pickett y Lee, 
2005). Como respuesta al daño en el ADN, la CDT promueve mecanismos de reparación 
en el material genético del huésped (Hassane et al., 2003), sin embargo, esto no es 
suficiente para que la célula hospedera se recupere. Es necesario un análisis más 
detallado del efecto de esta toxina, ya que no es la única reportada que causa daño 
celular. Recientemente se han identificado dos proteínas formadoras de poros en 
C. jejuni, la tóxina RTX como factor tóxico activador de la CDT (Liu et al. (2007) y la 
proteína MOMP (Dé et al., 2000). Aún no se conoce qué tanto contribuyen estas dos 
proteínas en la citotoxicidad producida por la CDT.  
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 Se ha reportado que el hierro es un elemento importante para algunos patógenos 
como Campylobacter, debido a que afecta directamente a una gran cantidad de proteínas 
y genes, incluyendo los de virulencia (Park y Richardson, 1995; van Vliet et al., 1998; 
Palyada et al., 2004), dependiendo de la forma química y de qué tan disponible este en el 
medio (Pickett et al., 1992). A excepción de la actividad hemolítica, todos los factores 
de virulencia de interés en este trabajo, se evaluaron en ausencia de hierro, lo que podría 
afectar los niveles de expresión de estos factores. Palyada et al. (2004) y Holmes et al. 
(2005) evaluaron el efecto del hierro como factor limitante en el medio, y determinaron 
algunos genes de virulencia que se sobreexpresaron (sdh, nap, chu, ceu, cfr, kat) o 
suprimieron (nap, dsb, leu, chu, cfr, kat) en C. jejuni. Estos investigadores observaron 
que cuando el hierro es un factor limitante, se reduce el nivel de glicosilación de las 
proteínas, se suprimen los genes para obtener hierro y para la defensa contra el estrés 
oxidativo, mientras que los genes del metabolismo energético son sobreexpresados. 
 El análisis estadístico de cada factor de virulencia mostró evidencia de 
diferencias significativas entre las cepas sólo para la movilidad. El ACP analizó de 
manera integral los factores de virulencia de las cepas nativas de C. coli y C. jejuni. Los 
resultados indicaron que la virulencia de estos patógenos pueden ser explicada por dos 
componentes principales, a partir de los factores de virulencia analizados: movilidad, 
quimiotaxis, hemólisis, adhesión e invasión celular y citotoxicidad. La matriz de 
componentes indicó la relación que guarda cada componente con los factores incluidos 
en el análisis. El primer componente relacionó cinco características, y debido a la 
naturaleza química y ubicación de las moléculas de dichos factores, a este primer 
componente se decidió nombrarlo ―Componentes de la Pared Celular”; el segundo 
componente incluyó la movilidad, a éste se decidió nombrarlo ―Movilidad Celular‖. Los 
modelos generados con el ACP y el ALSCAL, pueden ser utilizados para generar un 
nuevo modelo biológico de la patogenicidad de Campylobacter o ayudar a mejorar los 
ya existentes; sin embargo, para desarrollar un modelo y un análisis completos de la 
patogenicidad de estas bacterias, es necesario estudiar los demás factores de virulencia 
que poseen, como los mecanismos de respuesta a estrés oxidativo y térmico, otros 
componentes de la pared celular (cápsula, LPS, LOS), sideróforos, plásmido pVir y otras 
toxinas. Una vez que se cuente con toda esta información, el ACP es una herramienta 
que puede ser utilizada para explicar la patogenicidad de las cepas con un número 
reducido de componentes, además de evaluar la importancia relativa de cada factor en el 
proceso infeccioso de la campilobacteriosis. 
 En este trabajo se analizaron algunos factores de virulencia de Campylobacter en 
cepas nativas mexicanas. Con esta información se pretende evidenciar su importancia en 
México, y proponemos como meta que las autoridades sanitarias del país consideren la 
inclusión de Campylobacter en los análisis microbiólogicos de rutina: clínicos, 
ambientales y sanitarios. 
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1. En el 53% de las cepas de C. coli y de C. jejuni se detectó movilidad en las 
condiciones evaluadas. La cepa Cj 37 fue la que presentó el mayor grado de 
movilidad. 
2. Los repelentes afectaron el comportamiento quimiotáctico de las cepas, sin 
embargo, los atrayentes no tuvieron efecto en la mayoría de las cepas, en las 
condiciones evaluadas a pH 7. 
3. En las 32 cepas analizadas se detectó actividad hemolítica tipo alfa y tipo beta. 
4. Las cepas de C. jejuni mostraron una mayor adhesión y una menor invasión 
celular, comparadas con las cepas de C. coli. 
5. Las 32 cepas tuvieron un efecto citotóxico en la línea celular Vero. 
6. La virulencia de estos patógenos puede ser explicada principalmente por los 
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APÉNCDICE A. - ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 
 
A1. MODELACIÓN MATEMÁTICA DE Campylobacter sp. 
 








Y  X X Ŷ = B1X Ŷ = B0 + B1/X 
0 0 100 0 0.2 
1.5 0.5 74.3 1.5 1.4 
3 1 55.6 3 2.8 
6 2 35.6 6 6 
9 3 26.4 9 9.2 
12 4 21.5 12 11.9 
aX = var. independiente; Y = var. dependiente; Ŷ = valor estimado de la var. dependiente; B0 y B1 = constantes de las fórmulas. 
bModelo Linear: B1 = 3; X = valor de escala McFarland. R
2 = 1 
cModelo Inverso: B0 = -2.956; B1 = 319.876; X =valor de transmitancia (%). R
2 = 0.999 
 
Descripción del Modelo Linear 
Nombre del modelo Campy-Mod-Linear 
Variable Dependiente 1 UFC/ml (x108) 
Ecuación 1 Linear 








UFC/ml (x108) McFarland 
Número de valores positivos 
5 5 
Número de ceros 1 1 
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Resumen del Modelo y Parámetros Estimados 
Variable Dependente: UFC/ml (x108) 
Ecuación 
Modelo Parámetros Estimados 
R2 F gl1 gl2 Sig. Constante b1 
Linear 1.000 . 1 4 . .000 3.000 





Descripción del Modelo Inverso 
Nombre del Modelo Campy-Mod-Inverso 
Variable Dependiente 1 UFC/ml (x108) 
Ecuación 1 Inverso 
Variable Independiente % 
Constante Incluida 
 




UFC/ml (x108) % 
Número de valores positivos 
5 6 
Número de ceros 1 0 




Resumen del Modelo 
R R2 R2 Ajustada Error Est. del estimado 
.999 .999 .998 .197 
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ANOVA 
 Suma de Cuadrados gl Cuadrados Medios F Sig. 
Regresión 106.719 1 106.719 2744.666 .000 
Residual .156 4 .039   
Total 106.875 5    






Coeficientes no estandarizados Coeficientes estandarizados t Sig. 
B Error Est. Beta B Std. Error 
1 / % 319.876 6.106 .999 52.390 .000 










































ŷ = -2.956 + 319.876/x 
R2 = 0.999 
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A2. ENSAYOS DE MOVILIDAD 
 
A2.1. Movilidad de las cepas de C. jejuni y de C. coli 
   
 
 
A2.2. Análisis Estadístico de los ensayos de Movilidad para las cepas de C. jejuni 
 
 Estadística Descriptiva 
 
    Estadístico Error Est. 
Halo (mm) Mean 5.5138 2.09324 
  95% I.C. para la Media Límite inferior 1.0521   
    Límite superior 
9.9754   
  Mediana 2.6450   
  Varianza 70.107   
  Deav. Estándar 8.37298   
  Mínimo .00   
  Máximo 32.25   
  Rango 32.25   
  Rango Intercuartil 9.31   
  Sesgo 2.400 .564 
  Kurtosis 6.862 1.091 
 
 




Estadístico gl Sig. Estadístico gl Sig. 
Halo (mm) .255 16 .007 .697 16 .000 
a  Corrección de Significancia de Lilliefors 
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Prueba de Kruskal-Wallis 
 





Kruskal-Wallis One-Way ANOVA on Ranks 
Hipótesis 
H0: Todas las medianas son iguales. 
HA: Por lo menos dos medianas son diferentes. 
 
Resultados de la Prueba 
  2 Prob 
Método gl (H)                               Decision(0.05)  
Not Corrected for Ties 15 42.82653 0.000168 Reject H0 
Corrected for Ties 15 46.74384 0.000040 Reject H0 
 
Number Sets of Ties 2 




  Sum of Mean 
Group Count Ranks Rank Z-Value Median 
Cj009B 3 33.00 11.00 -1.7250 0 
Cj034B 3 87.00 29.00 0.5750 3.7 
Cj060B 3 33.00 11.00 -1.7250 0 
Cj101 3 108.00 36.00 1.4694 8.3 
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Cj173ip 3 120.00 40.00 1.9805 10.58 
Cj180ip 3 33.00 11.00 -1.7250 0 
Cj193ip 3 33.00 11.00 -1.7250 0 
Cj238ip 3 96.00 32.00 0.9583 5.64 
Cj27PFF 3 132.00 44.00 2.4916 12.82 
Cj31PVB 3 69.00 23.00 -0.1917 2.22 
Cj35PVB 3 114.00 38.00 1.7250 9.64 
Cj37 3 141.00 47.00 2.8749 32.25 
Cj50sp 3 33.00 11.00 -1.7250 0 
Cj5653 3 78.00 26.00 0.1917 3.07 




Analysis of Varianza Report 
 
Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test (Dunn's Test) 
 
Variable Cj009B               Cj034B   Cj060B   Cj101   Cj102 
Cj009B 0.0000 1.6451 0.0000 2.2849 0.0000 
Cj034B 1.6451 0.0000 1.6451 0.6398 1.6451 
Cj060B 0.0000 1.6451 0.0000 2.2849 0.0000 
Cj101 2.2849 0.6398 2.2849 0.0000 2.2849 
Cj102 0.0000 1.6451 0.0000 2.2849 0.0000 
Cj173ip 2.6505 1.0053 2.6505 0.3656 2.6505 
Cj180ip 0.0000 1.6451 0.0000 2.2849 0.0000 
Cj193ip 0.0000 1.6451 0.0000 2.2849 0.0000 
Cj238ip 1.9193 0.2742 1.9193 0.3656 1.9193 
Cj27PFF 3.0160 1.3709 3.0160 0.7312 3.0160 
Cj31PVB 1.0967 0.5484 1.0967 1.1881 1.0967 
Cj35PVB 2.4677 0.8226 2.4677 0.1828 2.4677 
Cj37 3.2902 1.6451 3.2902 1.0053 3.2902 
Cj50sp 0.0000 1.6451 0.0000 2.2849 0.0000 
Cj5653 1.3709 0.2742 1.3709 0.9140 1.3709 
Cj57sp 0.0000 1.6451 0.0000 2.2849 0.0000 
Regular Test: Medians significantly different if z-value > 1.9600 
Bonferroni Test: Medians significantly different if z-value > 3.5293 
 
 
Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test (Dunn's Test) 
 
Variable Cj173ip              Cj180ip   Cj193ip   Cj238ip                    Cj27PFF 
Cj009B 2.6505 0.0000 0.0000 1.9193 3.0160 
Cj034B 1.0053 1.6451 1.6451 0.2742 1.3709 
Cj060B 2.6505 0.0000 0.0000 1.9193 3.0160 
Cj101 0.3656 2.2849 2.2849 0.3656 0.7312 
Cj102 2.6505 0.0000 0.0000 1.9193 3.0160 
Cj173ip 0.0000 2.6505 2.6505 0.7312 0.3656 
Cj180ip 2.6505 0.0000 0.0000 1.9193 3.0160 
Cj193ip 2.6505 0.0000 0.0000 1.9193 3.0160 
Cj238ip 0.7312 1.9193 1.9193 0.0000 1.0967 
Cj27PFF 0.3656 3.0160 3.0160 1.0967 0.0000 
Cj31PVB 1.5537 1.0967 1.0967 0.8226 1.9193 
Cj35PVB 0.1828 2.4677 2.4677 0.5484 0.5484 
Cj37 0.6398 3.2902 3.2902 1.3709 0.2742 
Cj50sp 2.6505 0.0000 0.0000 1.9193 3.0160 
Cj5653 1.2795 1.3709 1.3709 0.5484 1.6451 
Cj57sp 2.6505 0.0000 0.0000 1.9193 3.0160 
Regular Test: Medians significantly different if z-value > 1.9600 
Bonferroni Test: Medians significantly different if z-value > 3.5293 
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Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test (Dunn's Test) 
 
Variable Cj31PVB            Cj35PVB   Cj37   Cj50sp                     Cj5653 
Cj009B 1.0967 2.4677 3.2902 0.0000 1.3709 
Cj034B 0.5484 0.8226 1.6451 1.6451 0.2742 
Cj060B 1.0967 2.4677 3.2902 0.0000 1.3709 
Cj101 1.1881 0.1828 1.0053 2.2849 0.9140 
Cj102 1.0967 2.4677 3.2902 0.0000 1.3709 
Cj173ip 1.5537 0.1828 0.6398 2.6505 1.2795 
Cj180ip 1.0967 2.4677 3.2902 0.0000 1.3709 
Cj193ip 1.0967 2.4677 3.2902 0.0000 1.3709 
Cj238ip 0.8226 0.5484 1.3709 1.9193 0.5484 
Cj27PFF 1.9193 0.5484 0.2742 3.0160 1.6451 
Cj31PVB 0.0000 1.3709 2.1935 1.0967 0.2742 
Cj35PVB 1.3709 0.0000 0.8226 2.4677 1.0967 
Cj37 2.1935 0.8226 0.0000 3.2902 1.9193 
Cj50sp 1.0967 2.4677 3.2902 0.0000 1.3709 
Cj5653 0.2742 1.0967 1.9193 1.3709 0.0000 
Cj57sp 1.0967 2.4677 3.2902 0.0000 1.3709 
Regular Test: Medians significantly different if z-value > 1.9600 
Bonferroni Test: Medians significantly different if z-value > 3.5293 
 
 



















Regular Test: Medians significantly different if z-value > 1.9600 
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A2.3. Análisis Estadístico de los ensayos de Movilidad para las cepas de C. coli 
 
 Estadística Descriptiva 
 
    Estadístico Error Est. 
Halo (mm) Media 4.2688 1.39258 
  95% I.C. para la Media Límite inferior 1.3005   
    Límite superior 
7.2370   
  Mediana .9950   
  Varianza 31.028   
  Desv. Estándar 5.57031   
  Mínimo .00   
  Máximo 13.69   
  Rango 13.69   
  Rango Intercuartil 11.18   
  Sesgo .899 .564 
  Kurtosis -1.023 1.091 
 
 




Estadístico gl Sig. Estadístico gl Sig. 
Halo (mm) .278 16 .002 .737 16 .000 


























































Gráfica de Q-Q Normal para Halo (mm)
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Prueba de Kruskal-Wallis 
 





Kruskal-Wallis One-Way ANOVA on Ranks 
Hipótesis 
H0: Todas las medianas son iguales. 




  2 Prob 
Método gl (H) Level Decision(0.05) 
Not Corrected for Ties 15 41.05102 0.000314 Reject H0 
Corrected for Ties 15 46.90672 0.000038 Reject H0 
 
Number Sets of Ties 1 





  Sum of Mean 
Group Count Ranks Rank Z-Value Median 
Cc054B 3 37.50 12.50 -1.5333 0 
Cc062F 3 37.50 12.50 -1.5333 0 
Cc066F 3 37.50 12.50 -1.5333 0 
Cc074F 3 37.50 12.50 -1.5333 0 
Cc1 3 105.00 35.00 1.3416 7.45 
Cc100 3 87.00 29.00 0.5750 2.94 
Cc30PFB 3 37.50 12.50 -1.5333 0 
Cc48 3 114.00 38.00 1.7250 12.42 
Cc60 3 123.00 41.00 2.1083 12.67 
Cc61PVT 3 37.50 12.50 -1.5333 0 
Cc67PVB 3 78.00 26.00 0.1917 1.99 
Cc68PVB 3 37.50 12.50 -1.5333 0 
Cc81 3 132.00 44.00 2.4916 13.03 
Cc90 3 96.00 32.00 0.9583 4.11 
CcBCO48h 3 141.00 47.00 2.8749 13.69 




Analysis of Varianza Report 
 
Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test (Dunn's Test) 
 
Variable Cc054B        Cc062F  Cc066F   Cc074F  Cc1 
Cc054B 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 2.1040 
Cc062F 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 2.1040 
Cc066F 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 2.1040 
Cc074F 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 2.1040 
Cc1 2.1040 2.1040 2.1040 2.1040 0.0000 
Cc100 1.5430 1.5430 1.5430 1.5430 0.5611 
Cc30PFB 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 2.1040 
Cc48 2.3846 2.3846 2.3846 2.3846 0.2805 
Cc60 2.6651 2.6651 2.6651 2.6651 0.5611 
Cc61PVT 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 2.1040 
Cc67PVB 1.2624 1.2624 1.2624 1.2624 0.8416 
Cc68PVB 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 2.1040 
Cc81 2.9457 2.9457 2.9457 2.9457 0.8416 
Cc90 1.8235 1.8235 1.8235 1.8235 0.2805 
CcBCO48h 3.2262 3.2262 3.2262 3.2262 1.1222 
CcM424 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 2.1040 
Regular Test: Medians significantly different if z-value > 1.9600 
Bonferroni Test: Medians significantly different if z-value > 3.5293 
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Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test (Dunn's Test) 
 
Variable Cc100          Cc30PFB  Cc48  Cc60  Cc61PVT 
Cc054B 1.5430 0.0000 2.3846 2.6651 0.0000 
Cc062F 1.5430 0.0000 2.3846 2.6651 0.0000 
Cc066F 1.5430 0.0000 2.3846 2.6651 0.0000 
Cc074F 1.5430 0.0000 2.3846 2.6651 0.0000 
Cc1 0.5611 2.1040 0.2805 0.5611 2.1040 
Cc100 0.0000 1.5430 0.8416 1.1222 1.5430 
Cc30PFB 1.5430 0.0000 2.3846 2.6651 0.0000 
Cc48 0.8416 2.3846 0.0000 0.2805 2.3846 
Cc60 1.1222 2.6651 0.2805 0.0000 2.6651 
Cc61PVT 1.5430 0.0000 2.3846 2.6651 0.0000 
Cc67PVB 0.2805 1.2624 1.1222 1.4027 1.2624 
Cc68PVB 1.5430 0.0000 2.3846 2.6651 0.0000 
Cc81 1.4027 2.9457 0.5611 0.2805 2.9457 
Cc90 0.2805 1.8235 0.5611 0.8416 1.8235 
CcBCO48h 1.6832 3.2262 0.8416 0.5611 3.2262 
CcM424 1.5430 0.0000 2.3846 2.6651 0.0000 
Regular Test: Medians significantly different if z-value > 1.9600 
Bonferroni Test: Medians significantly different if z-value > 3.5293 
 
Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value Test (Dunn's Test) 
 
Variable Cc67PVB       Cc68PVB  Cc81  Cc90  CcBCO48h 
Cc054B 1.2624 0.0000 2.9457 1.8235 3.2262 
Cc062F 1.2624 0.0000 2.9457 1.8235 3.2262 
Cc066F 1.2624 0.0000 2.9457 1.8235 3.2262 
Cc074F 1.2624 0.0000 2.9457 1.8235 3.2262 
Cc1 0.8416 2.1040 0.8416 0.2805 1.1222 
Cc100 0.2805 1.5430 1.4027 0.2805 1.6832 
Cc30PFB 1.2624 0.0000 2.9457 1.8235 3.2262 
Cc48 1.1222 2.3846 0.5611 0.5611 0.8416 
Cc60 1.4027 2.6651 0.2805 0.8416 0.5611 
Cc61PVT 1.2624 0.0000 2.9457 1.8235 3.2262 
Cc67PVB 0.0000 1.2624 1.6832 0.5611 1.9638 
Cc68PVB 1.2624 0.0000 2.9457 1.8235 3.2262 
Cc81 1.6832 2.9457 0.0000 1.1222 0.2805 
Cc90 0.5611 1.8235 1.1222 0.0000 1.4027 
CcBCO48h 1.9638 3.2262 0.2805 1.4027 0.0000 
CcM424 1.2624 0.0000 2.9457 1.8235 3.2262 
Regular Test: Medians significantly different if z-value > 1.9600 
Bonferroni Test: Medians significantly different if z-value > 3.5293 
 



















Regular Test: Medians significantly different if z-value > 1.9600 
Bonferroni Test: Medians significantly different if z-value > 3.5293 
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A3. ENSAYOS DE QUIMIOTAXIS 
 
A3.1. Análisis Estadístico de los ensayos de Quimiotaxis para las cepas de C. jejuni 
Tablas de frecuencias 




Valido -1 3 33.3 33.3 33.3 
0 6 66.7 66.7 100.0 
Total 9 100.0 100.0   
 Cj102 
Valido -1 4 44.4 44.4 44.4 
0 5 55.6 55.6 100.0 
Total 9 100.0 100.0   
 Cj5653 
Valido -1 4 44.4 44.4 44.4 
0 5 55.6 55.6 100.0 
Total 9 100.0 100.0   
 Cj37 
Valido -1 5 55.6 55.6 55.6 
0 4 44.4 44.4 100.0 
Total 9 100.0 100.0   
 Cj193ip 
Valido -1 4 44.4 44.4 44.4 
0 5 55.6 55.6 100.0 
Total 9 100.0 100.0   
 Cj180ip 
Valido -1 3 33.3 33.3 33.3 
0 6 66.7 66.7 100.0 
Total 9 100.0 100.0   
 Cj50sp 
Valido -1 3 33.3 33.3 33.3 
0 5 55.6 55.6 88.9 
1 1 11.1 11.1 100.0 
Total 9 100.0 100.0   
 Cj101 
Valido -1 4 44.4 44.4 44.4 
0 5 55.6 55.6 100.0 
Total 9 100.0 100.0   
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 Cj173ip 
Valido -1 4 44.4 44.4 44.4 
0 5 55.6 55.6 100.0 
Total 9 100.0 100.0   
 Cj238ip 
Valido -1 4 44.4 44.4 44.4 
0 4 44.4 44.4 88.9 
1 1 11.1 11.1 100.0 
Total 9 100.0 100.0   
 Cj009B 
Valido -1 4 44.4 44.4 44.4 
0 5 55.6 55.6 100.0 
Total 9 100.0 100.0   
 Cj060B 
Valido -1 3 33.3 33.3 33.3 
0 6 66.7 66.7 100.0 
Total 9 100.0 100.0   
 Cj034B 
Valido -1 3 33.3 33.3 33.3 
0 6 66.7 66.7 100.0 
Total 9 100.0 100.0   
 Cj27PFF 
Valido -1 3 33.3 33.3 33.3 
0 6 66.7 66.7 100.0 
Total 9 100.0 100.0   
 Cj35PVB 
Valido -1 4 44.4 44.4 44.4 
0 4 44.4 44.4 88.9 
1 1 11.1 11.1 100.0 
Total 9 100.0 100.0   
 Cj31PVB 
Valido -1 4 44.4 44.4 44.4 
0 4 44.4 44.4 88.9 
1 1 11.1 11.1 100.0 
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Estadístico gl Sig. Estadístico Gl Sig. 
Cj57sp .414 9 .000 .617 9 .000 
Cj102 .356 9 .002 .655 9 .000 
Cj5653 .356 9 .002 .655 9 .000 
Cj37 .356 9 .002 .655 9 .000 
Cj193ip .356 9 .002 .655 9 .000 
Cj180ip .414 9 .000 .617 9 .000 
Cj50sp .297 9 .021 .813 9 .028 
Cj101 .356 9 .002 .655 9 .000 
Cj173ip .356 9 .002 .655 9 .000 
Cj238ip .272 9 .054 .805 9 .024 
Cj009B .356 9 .002 .655 9 .000 
Cj060B .414 9 .000 .617 9 .000 
Cj034B .414 9 .000 .617 9 .000 
Cj27PFF .414 9 .000 .617 9 .000 
Cj35PVB .272 9 .054 .805 9 .024 
Cj31PVB .272 9 .054 .805 9 .024 


















































Asymp. Sig. .417 
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A3.2. Análisis Estadístico de los ensayos de Quimiotaxis para las cepas de C. coli 
Tablas de Frecuencias 




Valido -1 5 55.6 55.6 55.6 
0 4 44.4 44.4 100.0 
Total 9 100.0 100.0   
 Cc81 
Valido -1 4 44.4 44.4 44.4 
0 5 55.6 55.6 100.0 
Total 9 100.0 100.0   
 Cc1 
Valido -1 4 44.4 44.4 44.4 
0 4 44.4 44.4 88.9 
1 1 11.1 11.1 100.0 
Total 9 100.0 100.0   
 Cc48 
Valido -1 5 55.6 55.6 55.6 
0 3 33.3 33.3 88.9 
1 1 11.1 11.1 100.0 
Total 9 100.0 100.0   
 Cc100 
Valido -1 3 33.3 33.3 33.3 
0 6 66.7 66.7 100.0 
Total 9 100.0 100.0   
 Cc60 
Valido -1 4 44.4 44.4 44.4 
0 4 44.4 44.4 88.9 
1 1 11.1 11.1 100.0 
Total 9 100.0 100.0   
 Cc054B 
Valido -1 4 44.4 44.4 44.4 
0 5 55.6 55.6 100.0 
Total 9 100.0 100.0   
 Cc066F 
Valido -1 3 33.3 33.3 33.3 
0 6 66.7 66.7 100.0 
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Total 9 100.0 100.0   
 CcM424 
Valido -1 4 44.4 44.4 44.4 
0 4 44.4 44.4 88.9 
1 1 11.1 11.1 100.0 
Total 9 100.0 100.0   
 Cc062F 
Valido -1 4 44.4 44.4 44.4 
0 5 55.6 55.6 100.0 
Total 9 100.0 100.0   
 Cc074F 
Valido -1 4 44.4 44.4 44.4 
0 4 44.4 44.4 88.9 
1 1 11.1 11.1 100.0 
Total 9 100.0 100.0   
 Cc30PFB 
Valido -1 3 33.3 33.3 33.3 
0 6 66.7 66.7 100.0 
Total 9 100.0 100.0   
 CcBCO48h 
Valido -1 3 33.3 33.3 33.3 
0 5 55.6 55.6 88.9 
1 1 11.1 11.1 100.0 
Total 9 100.0 100.0   
 Cc61PVT 
Valido -1 4 44.4 44.4 44.4 
0 2 22.2 22.2 66.7 
1 3 33.3 33.3 100.0 
Total 9 100.0 100.0   
 Cc67PVB 
Valido -1 4 44.4 44.4 44.4 
0 5 55.6 55.6 100.0 
Total 9 100.0 100.0   
 Cc68PVB 
Valido -1 4 44.4 44.4 44.4 
0 3 33.3 33.3 77.8 
1 2 22.2 22.2 100.0 
Total 9 100.0 100.0   
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Estadístico gl Sig. Estadístico gl Sig. 
Cc90 .356 9 .002 .655 9 .000 
Cc81 .356 9 .002 .655 9 .000 
Cc1 .272 9 .054 .805 9 .024 
Cc48 .333 9 .005 .763 9 .008 
Cc100 .414 9 .000 .617 9 .000 
Cc60 .272 9 .054 .805 9 .024 
Cc054B .356 9 .002 .655 9 .000 
Cc066F .414 9 .000 .617 9 .000 
CcM424 .272 9 .054 .805 9 .024 
Cc062F .356 9 .002 .655 9 .000 
Cc074F .272 9 .054 .805 9 .024 
Cc30PFB .414 9 .000 .617 9 .000 
CcBCO48h .297 9 .021 .813 9 .028 
Cc61PVT .275 9 .048 .780 9 .012 
Cc67PVB .356 9 .002 .655 9 .000 
Cc68PVB .269 9 .059 .808 9 .025 


















































Asymp. Sig. .314 
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A4. ENSAYOS DE HEMÓLISIS 
 No es necesario realizar una prueba estadística para evaluar las diferencias en las cepas respecto a su actividad hemolítica, 
debido a que en todas las cepas se detectó la misma respuesta. 
 
 










Válidos Perdidos Total 
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje 






 Estadística Descriptiva 
    Estadístico Error Est. 
Logaritmo Media 2.6681 .24358 
95% IC para la Media Límite Inf. 2.1713   
Límite Sup. 
3.1649   
Estadístico 2.7450   
Varianza 1.899   
Desv. Estándar 1.37787   
Mínimo .30   
Máximo 4.80   
Rango 4.50   
Rango Intercuartil 2.26   
Sesgo -.056 .414 




 Pruebas de normalidad 
  
Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro-Wilk 
Estadístico gl Sig. Estadístico gl Sig. 
Logaritmo .124 32 .200(*) .943 32 .091 
*  Este es el límite inferior de la verdadera significancia. 
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Análisis de Varianza Univariada 
 
 
 Estadística Descriptiva 
 
 
Variable Dependiente: Logaritmo  
 
Cepa Bloque Media Desv. Estándar N 
Cj 009B Adheridas 3.0800 . 1 
Invasivas 1.4800 . 1 
Total 2.2800 1.13137 2 
Cj 034B Adheridas 3.4600 . 1 
Invasivas 1.7000 . 1 




























Gráfico de Normal Q-Q para Logaritmo 
Valor observado 



















Gráfico de Normal Q-Q para Logaritmo 
Logaritmo 
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Cj 060B Adheridas 3.9000 . 1 
Invasivas .3000 . 1 
Total 2.1000 2.54558 2 
Cj 101 Adheridas 3.0800 . 1 
Invasivas .4800 . 1 
Total 1.7800 1.83848 2 
Cj 102 Adheridas 4.3600 . 1 
Invasivas 1.7400 . 1 
Total 3.0500 1.85262 2 
Cj 173ip Adheridas 4.2800 . 1 
Invasivas 2.1500 . 1 
Total 3.2150 1.50614 2 
Cj 180ip Adheridas 3.5200 . 1 
Invasivas 1.2600 . 1 
Total 2.3900 1.59806 2 
Cj 193ip Adheridas 3.5400 . 1 
Invasivas 2.2300 . 1 
Total 2.8850 .92631 2 
Cj 238ip Adheridas 3.3200 . 1 
Invasivas 2.1500 . 1 
Total 2.7350 .82731 2 
Cj 27PFF Adheridas 3.5200 . 1 
Invasivas 2.4100 . 1 
Total 2.9650 .78489 2 
Cj 31PVB Adheridas 4.7300 . 1 
Invasivas 1.0800 . 1 
Total 2.9050 2.58094 2 
Cj 35PVB Adheridas 3.8200 . 1 
Invasivas .8500 . 1 
Total 2.3350 2.10011 2 
Cj 37 Adheridas 4.6000 . 1 
Invasivas 1.0000 . 1 
Total 2.8000 2.54558 2 
Cj 50sp Adheridas 4.8000 . 1 
Invasivas .8500 . 1 
Total 2.8250 2.79307 2 
Cj 5653 Adheridas 4.5400 . 1 
Invasivas 1.9000 . 1 
Total 3.2200 1.86676 2 
Cj 57sp Adheridas 3.6300 . 1 
Invasivas 1.6200 . 1 
Total 2.6250 1.42128 2 
Total Adheridas 3.8862 .58446 16 
Invasivas 1.4500 .64538 16 
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 Prueba de efectos entre-sujetos 
 











Modelo 280.182(b) 17 16.481 38.168 .000 648.860 1.000 
Cepa 4.895 15 .326 .756 .703 11.335 .273 
Bloque 47.483 1 47.483 109.963 .000 109.963 1.000 
Error 6.477 15 .432         
Total 286.659 32           
a  Alfa = .05 















Válidos Perdidos Total 
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje 




































Medias marginales estimadas de Logaritmo 
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 Estadística Descriptiva 
    Estadístico Error Est. 
Logaritmo Media 2.5778 .23957 
95% IC for Media Límite Inferior 2.0892   
Límite Superior 
3.0664   
Mediana 3.0200   
Varianza 1.837   
Desv. Estándar 1.35519   
Mínimo .30   
Máximo 4.58   
Rango 4.28   
Rango Intercuartil 2.57   
Sesgo -.366 .414 








Estadístico gl Sig. Estadístico gl Sig. 
Logaritmo .198 32 .003 .898 32 .006 
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Análisis de Varianza Univariado 
 
 
 Estadística Descriptiva 
 
Variable Dependiente: Logaritmo  
Cepa Bloque Media Desv. Estándar N 
Cc 054B Adheridas 4.5800 . 1 
Invasivas .4800 . 1 
Total 2.5300 2.89914 2 
Cc 062F Adheridas 3.7600 . 1 
Invasivas 2.4500 . 1 
Total 3.1050 .92631 2 
Cc 066F Adheridas 3.5900 . 1 
Invasivas 1.0000 . 1 
Total 2.2950 1.83141 2 
Cc 074F Adheridas 3.7300 . 1 
Invasivas 1.4300 . 1 
Total 2.5800 1.62635 2 
Cc 1 Adheridas 4.0800 . 1 
Invasivas .8500 . 1 
Total 2.4650 2.28395 2 
Cc 100 Adheridas 3.7000 . 1 
Invasivas 2.2300 . 1 
Total 2.9650 1.03945 2 
Cc 30PFB Adheridas 3.5200 . 1 
Invasivas .3000 . 1 
Total 1.9100 2.27688 2 
Cc 48 Adheridas 3.6100 . 1 
Invasivas 1.1100 . 1 
Total 2.3600 1.76777 2 
Cc 60 Adheridas 4.0000 . 1 
Invasivas 2.2000 . 1 
Total 3.1000 1.27279 2 
Cc 61PVT Adheridas 4.0000 . 1 
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Total 2.5400 2.06475 2 
Cc 67PVB Adheridas 3.5600 . 1 
Invasivas .3000 . 1 
Total 1.9300 2.30517 2 
Cc 68PVB Adheridas 3.6500 . 1 
Invasivas .7000 . 1 
Total 2.1750 2.08597 2 
Cc 81 Adheridas 3.2800 . 1 
Invasivas 1.1500 . 1 
Total 2.2150 1.50614 2 
Cc 90 Adheridas 3.3400 . 1 
Invasivas 1.7900 . 1 
Total 2.5650 1.09602 2 
Cc BCO48h Adheridas 3.6400 . 1 
Invasivas 2.3600 . 1 
Total 3.0000 .90510 2 
Cc M424 Adheridas 4.2600 . 1 
Invasivas 2.7600 . 1 
Total 3.5100 1.06066 2 
Total Adheridas 3.7688 .33917 16 
Invasivas 1.3869 .80915 16 




 Pruebas de efectos entre-sujetos 
 






Medios F Sig. 
Modelo 264.133(a) 17 15.537 42.812 .000 
Cepa 6.103 15 .407 1.121 .414 
Bloque 45.387 1 45.387 125.061 .000 
Error 5.444 15 .363     
Total 269.577 32       





Medias Marginales Estimadas 
 
 1. Cepa 
 
Variable Dependiente: Logaritmo  
Cepa Media Error Est. 95% IC 
  Límite Inferior 
Límite 
Superior Límite Inferior Límite Superior 
Cc 054B 2.530 .426 1.622 3.438 
Cc 062F 3.105 .426 2.197 4.013 
Cc 066F 2.295 .426 1.387 3.203 
Cc 074F 2.580 .426 1.672 3.488 
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Cc 1 2.465 .426 1.557 3.373 
Cc 100 2.965 .426 2.057 3.873 
Cc 30PFB 1.910 .426 1.002 2.818 
Cc 48 2.360 .426 1.452 3.268 
Cc 60 3.100 .426 2.192 4.008 
Cc 61PVT 2.540 .426 1.632 3.448 
Cc 67PVB 1.930 .426 1.022 2.838 
Cc 68PVB 2.175 .426 1.267 3.083 
Cc 81 2.215 .426 1.307 3.123 
Cc 90 2.565 .426 1.657 3.473 
Cc BCO48h 3.000 .426 2.092 3.908 




 2. Bloque 
 
Variable Dependiente: Logaritmo  
Bloque Media Error Est. 95% IC 
  Límite Inferior 
Límite 
Superior Límite Inferior Límite Superior 
Adheridas 3.769 .151 3.448 4.090 
















Cc 81 Cc  
67PVB 
Cc 60 Cc  
30PFB 
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Analysis of Varianza Table 
Source  Sum of Mean  Prob Power 
Term DF Squares Square F-Ratio Level (Alpha=0.05) 
A ( ... ) 16 1345.098 84.06863 0.06 1.000000 0.066800 
S(A) 41 58448.65 1425.577 
Total (Adjusted) 57 59793.75 
Total 58 
* Term significant at alpha = 0.05 
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Analysis of Varianza Report 
 
Kruskal-Wallis One-Way ANOVA on Ranks 
Hypotheses 
H0: All medians are equal. 
Ha: At least two medians are different. 
 
Test Results 
  Chi-Square Prob 
Method DF (H) Level Decision(0.05) 
Not Corrected for Ties 16 5.70339 0.990995 Accept H0 
Corrected for Ties 16 5.70339 0.990995 Accept H0 
 
Number Sets of Ties 0 




  Sum of Mean 
Group Count Ranks Rank Z-Value Median 
Cj009B 3 71.00 23.67 -0.6144 91.124 
Cj034B 4 148.00 37.00 0.9206 73.6225 
Cj060B 3 88.00 29.33 -0.0176 88.159 
Cj101 3 79.00 26.33 -0.3335 78.209 
Cj102 4 107.00 26.75 -0.3375 69.879 
Cj173ip 3 114.00 38.00 0.8953 93.723 
Cj180ip 3 86.00 28.67 -0.0878 91.886 
Cj193ip 4 91.00 22.75 -0.8285 78.759 
Cj238ip 4 114.00 28.50 -0.1227 60.349 
Cj27PFF 3 110.00 36.67 0.7549 93.152 
Cj31PVB 3 81.00 27.00 -0.2633 85.845 
Cj35PVB 4 139.00 34.75 0.6444 67.0455 
Cj37 3 111.00 37.00 0.7900 93.832 
Cj50sp 3 66.00 22.00 -0.7900 83.677 
Cj5653 4 95.00 23.75 -0.7058 61.1405 
Cj57sp 3 102.00 34.00 0.4740 91.911 
Verotoxina 4 109.00 27.25 -0.2762 67.273 
 
Analysis of Varianza Report 
 
Means and Effects Section 
   Standard  
Term Count Mean Error Effect 
All 58 65.55876  65.98109 
A: 
Cj009B 3 62.852 21.7989 -3.129083 
Cj034B 4 67.413 18.8784 1.431917 
Cj060B 3 70.58933 21.7989 4.60825 
Cj101 3 63.41133 21.7989 -2.56975 
Cj102 4 65.251 18.8784 -0.7300833 
Cj173ip 3 73.10267 21.7989 7.121583 
Cj180ip 3 68.18233 21.7989 2.20125 
Cj193ip 4 65.2875 18.8784 -0.6935833 
Cj238ip 4 57.18625 18.8784 -8.794833 
Cj27PFF 3 70.86567 21.7989 4.884583 
Cj31PVB 3 67.27167 21.7989 1.290583 
Cj35PVB 4 63.35025 18.8784 -2.630833 
Cj37 3 69.04266 21.7989 3.061583 
Cj50sp 3 63.99733 21.7989 -1.98375 
Cj5653 4 57.6935 18.8784 -8.287583 
Cj57sp 3 74.99067 21.7989 9.009583 
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Box Plot Section 
 
 
Analysis of Varianza Table 
Source  Sum of Mean  Prob Power 
Term DF Squares Square F-Ratio Level (Alpha=0.05) 
A ( ... ) 16 1994.41 124.6506 0.08 0.999998 0.074494 
S(A) 38 55769.99 1467.631 
Total (Adjusted) 54 57764.4 
Total 55 
* Term significant at alpha = 0.05 
 
 
Analysis of Varianza Report 
Kruskal-Wallis One-Way ANOVA on Ranks 
Hypotheses 
H0: All medians are equal. 




  Chi-Square Prob 
Method DF (H) Level Decision(0.05) 
Not Corrected for Ties 16 6.933117 0.974529 Accept H0 
Corrected for Ties 16 6.933117 0.974529 Accept H0 
 
Number Sets of Ties 0 
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Group Detail 
  Sum of Mean 
Group Count Ranks Rank Z-Value Median 
Cc054B 3 76.00 25.33 -0.2965 81.036 
Cc062F 3 81.00 27.00 -0.1112 76.964 
Cc066F 4 86.00 21.50 -0.8427 52.127 
Cc074F 3 107.00 35.67 0.8524 91.992 
Cc1 3 75.00 25.00 -0.3336 78.906 
Cc100 3 57.00 19.00 -1.0007 75.916 
Cc30PFB 4 112.00 28.00 0.0000 56.5755 
Cc48 4 105.00 26.25 -0.2269 71.841 
Cc60 3 72.00 24.00 -0.4447 84.688 
Cc61PVT 3 94.00 31.33 0.3706 88.479 
Cc67PVB 3 108.00 36.00 0.8895 89.597 
Cc68PVB 3 107.00 35.67 0.8524 91.927 
Cc81 3 66.00 22.00 -0.6671 74.233 
Cc90 3 76.00 25.33 -0.2965 80.377 
CcBCO48h 3 123.00 41.00 1.4454 94.254 
CcM424 3 92.00 30.67 0.2965 90.272 





Analysis of Varianza Report 
 
Means and Effects Section 
   Standard  
Term Count Mean Error Effect 
All 55 63.27536  63.75831 
A: 
Cc054B 3 62.65867 22.1181 -1.099642 
Cc062F 3 68.76234 22.1181 5.004025 
Cc066F 4 49.116 19.15484 -14.64231 
Cc074F 3 68.95067 22.1181 5.192358 
Cc1 3 63.47867 22.1181 -0.2796422 
Cc100 3 57.21867 22.1181 -6.539642 
Cc30PFB 4 54.88425 19.15484 -8.874059 
Cc48 4 63.27975 19.15484 -0.4785588 
Cc60 3 62.46767 22.1181 -1.290642 
Cc61PVT 3 67.75733 22.1181 3.999024 
Cc67PVB 3 71.20167 22.1181 7.443358 
Cc68PVB 3 68.942 22.1181 5.183691 
Cc81 3 61.40533 22.1181 -2.352976 
Cc90 3 63.987 22.1181 0.2286912 
CcBCO48h 3 71.06133 22.1181 7.303024 
CcM424 3 67.52866 22.1181 3.770358 
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A7. ANÁLSIS MULTIVARIANTES 
 
ANÁLISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES 
Para evaluar la virulencia de las cepas de Campylobacter sp. (C. coli y C. jejuni) 
 
Matriz de Correlación 














Movilidad 1.000 -.031 .122 .122 .145 .115 .293 
















.115 .284 .329 .329 .249 1.000 .252 
CDT .293 .664 .663 .663 .533 .252 1.000 
 
 Communalities 





Actividad Hemolítica tipo Alfa 
1.000 .951 
Actividad Hemolítica tipo Beta 
1.000 .951 
Adhesión Celular en Vero 
1.000 .750 




Método de Extracción: Análisis de Componentes Principales. 
 
Total de Varianza Explicada 
Componente 














1 4.274 61.052 61.052 4.274 61.052 61.052 4.100 58.569 58.569 
2 1.079 15.420 76.472 1.079 15.420 76.472 1.253 17.903 76.472 
3 .857 12.237 88.709             
4 .462 6.605 95.313             
5 .224 3.198 98.512             
6 .104 1.488 100.000             
7 1.53E-
016 
2.18E-015 100.000             
Método de Extracción: Análisis de Componentes Principales. 
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Actividad Hemolítica tipo Alfa 
.971 -.094 
Actividad Hemolítica tipo Beta 
.971 -.094 
Adhesión Celular en Vero 
.863 -.071 




Método de Extracción: Análisis de Componentes Principales. 
a  2 Componentes Extraídos. 
 
 









Actividad Hemolítica tipo Alfa 
.966 .135 
Actividad Hemolítica tipo Beta 
.966 .135 
Adhesión Celular en Vero 
.856 .133 




Método de Extracción: Análisis de Componentes Principales. 
Método de Rotación: Varimax con Normalización de Kaiser 
a  Rotación convergente en 3 iteracciones. 
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Matriz de Transformación de los componentes 
Componente 1 2 
1 .972 .233 
2 -.233 .972 
Método de Extracción: Análisis de Componentes Principales. 



























Component Plot in Rotated Space
 
 









Actividad Hemolítica tipo Alfa 
.241 -.032 
Actividad Hemolítica tipo Beta 
.241 -.032 
Adhesión Celular en Vero 
.212 -.016 
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ESCALAMIENTO MULTIDIMENSIONAL (ALSCAL) 
 
 
C:\Users\Toshiba\ISMAEL\Postgrado-UANL\Proyecto\Tesis Maestria\Resultados\Multivariante\Componentes Principales.sav 
 
Iteration history for the 2 dimensional solution (in squared distances) 
 
                  Young's S-stress formula 1 is used. 
 
                Iteration     S-stress      Improvement 
 
                    1           .04218 
                    2           .03551         .00667 
                    3           .03229         .00323 
                    4           .03026         .00203 
                    5           .02880         .00145 
                    6           .02764         .00117 
                    7           .02663         .00100 
                    8           .02574         .00089 
 
                         Iterations stopped because 
                 S-stress improvement is less than   .001000 
 
 
            Stress and squared correlation (RSQ) in distances 
 
RSQ values are the proportion of variance of the scaled data (disparities) 
           in the partition (row, matrix, or entire data) which 
            is accounted for by their corresponding distances. 




                For  matrix 
    Stress  =   .06118      RSQ =  .99017 
 
 
           Configuration derived in 2 dimensions 
 
                   Stimulus Coordinates 
                                  Dimension 
 
Stimulus   Stimulus        1                2 
 Number      Name 
 
    1      Movilidad     3.1084        .4209 
    2      Quimiotaxis     -.8458        .3713 
    3      HemAlfa      -.2616     -.0883 
    4      HemBeta      -.2616     -.0883 
    5      Adhesión     -.4705        .5075 
    6      Invasión          .0259     -.9905 
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  Aislamiento Movilidad Quimiotaxis HemAlfa HemBeta Adhesión Invasión 
  Citotoxicidad 
  /VIEW=VARIABLE 
  /MEASURE= CORRELATION 





[DataSet2] C:\Users\Toshiba\ISMAEL\Postgrado-UANL\Proyecto\Tesis Maestria\Resultados\Multivariante\Campylobacter 
jejuni.sav 
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 Case Processing Summary 
 
Cases 
Valid Missing Total 
N Percent N Percent N Percent 












































































































































































Fuente de Aislamiento 1.000 .191 -.333 .000 .000 .167 -.190 -.027 
Halo de Movilidad (mm) .191 1.000 -.524 .000 .000 .194 -.039 .598 
Comportamiento Quimiotáctico -.333 -.524 1.000 .000 .000 -.012 -.139 -.080 
Actividad Hemolítica tipo Alfa .000 .000 .000 1.000 .000 .000 .000 .000 
Actividad Hemolítica tipo Beta .000 .000 .000 .000 1.000 .000 .000 .000 
Adhesión Celular en Vero (Logaritmo UFC) .167 .194 -.012 .000 .000 1.000 -.140 -.044 
Invasión Celular en Vero (Logaritmo UFC) -.190 -.039 -.139 .000 .000 -.140 1.000 .152 
CDT produce muerte celular de Vero -.027 .598 -.080 .000 .000 -.044 .152 1.000 





  Aislamiento Movilidad Quimiotaxis HemAlfa HemBeta Adhesión Invasión 
  Citotoxicidad 
  /VIEW=VARIABLE 
  /MEASURE= CORRELATION 
  /STANDARDIZE= NONE . 
 
Proximities 
[DataSet1] C:\Users\Toshiba\ISMAEL\Postgrado-UANL\Proyecto\Tesis Maestria\Resultados\Multivariante\Campylobacter coli.sav 
 
 Case Processing Summary 
Cases 
Valid Missing Total 
N Percent N Percent N Percent 
16 100.0% 0 .0% 16 100.0% 
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Fuente de Aislamiento 1.000 -.003 .050 .000 .000 .439 .539 .006 
Halo de Movilidad (mm) -.003 1.000 -.133 .000 .000 -.255 .223 -.098 
Comportamiento Quimiotáctico .050 -.133 1.000 .000 .000 .186 .038 .404 
Actividad Hemolítica tipo Alfa .000 .000 .000 1.000 .000 .000 .000 .000 
Actividad Hemolítica tipo Beta .000 .000 .000 .000 1.000 .000 .000 .000 
Adhesión Celular en Vero (Logaritmo UFC) .439 -.255 .186 .000 .000 1.000 .080 .005 
Invasión Celular en Vero (Logaritmo UFC) .539 .223 .038 .000 .000 .080 1.000 -.025 
CDT produce muerte celular de Vero .006 -.098 .404 .000 .000 .005 -.025 1.000 
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APÉNCDICE B. - MEDIOS DE CULTIVO, SOLUCIONES Y REACTIVOS 
B1. MEDIOS DE CULTIVO 
 
 CALDO SOYA TRIPTICASA (CST) 
17 g Digerido pancreático de caseína 
3 g Digerido enzimático de soya 
2.5 g Dextrosa 
5 g Cloruro de sodio 
2.5 g Fosfato dipotásico 
1 L Agua destilada 
pH 7.3 ± 0.2 
 
 
 AGAR SOYA TRIPTICASA (AST) 
cbp 1 L Caldo soya tripticasa 
15 g Agar 
 
 
 CALDO INFUSIÓN CEREBRO CORAZÓN (ICC) 
6 g Infusión de cerebro corazón 
6 g Peptona de carne 
5 g Cloruro de sodio 
3 g Dextrosa 
14.5 g Peptona de gelatina 
2.5 g Fosfato disódico 
1 L Agua destilada 
pH 7.4 ± 0.2 
Nota: adicionar 0.6% de extracto de levadura. 
 
 AGAR MUELLER HINTON (AMH) 
2 g Extracto de carne 
17.5 g Peptona de caseína ácida 
1.5 g Almidón 
17 g Agar 
1 L Agua destilada 
pH 7.4 ± 0.2 
Nota: agregar 5 % de sangre de humano, lisada o sin lisar, según se requiera. 
 
 
 AGAR BRUCELLA (AB) 
10 g Caseína digerida por enzimas pancreáticas 
10 g Tejido animal digerido por enzimas pépticas 
1 g Dextrosa 
2 g Extracto de levadura 
5 g Cloruro de sodio 
0.1 g Bisulfito sódico 
15 g Agar 
1 L Agua destilada 
pH 7.0 ± 0.2 
Nota: agregar 5 % de sangre de humano, lisada o sin lisar, según se requiera. 
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 AGAR NUTRITIVO CON SANGRE (ANS) 
5 g Peptona de gelatina 
3 g Extracto de carne 
50 ml Sangre de humano 
15 g Agar 
pH 6.5 ± 0.2 ó 7.5 ± 0.2 
Nota: ajustar el pH a 6.5 para detectar α–hemólisis; ajustar el pH a 7.5 para detectar β–hemólisis. 
 
 Medio DMEM con 1% L-glutamina + 3% SFB 
2 ml L-glutamina 
6 ml Suero Fetal Bovino (SFB) 
c.b.p. 200 ml Medio DMEM 
Nota: Formulación del medio de cultivo para células Vero. 
 
 
B2. SOLUCIONES Y REACTIVOS 
 
 CLORURO TRIFINIL TETRAZOLIO (TTC) AL 1% 
1 g Cloruro trifenil tetrazolio 
99 ml Agua destilada estéril 
Notas: a) esterilizar por filtración 
 b) mantener protegido de la luz 




 BUFFER SALINO DE FOSFATOS (PBS), 10x 
80 g NaCl 
2.2 g KCl 
9.9 g Na2HPO47H2O 
2 g K2HPO4 
cbp 1 L Agua destilada 
pH 6.6 ± 0.2 ó 7.0 ± 0.2 
Notas: a) almacenar indefinidamente a temperatura ambiente 
 b) antes de utilizar, diluir a 1x mezclando PBS 10x con H2O (1:9) 
 c) una vez preparado el PBS 1x, el pH es de 7.0 ± 0.2 si el PBS 10x se ajusta a pH 6.6 ± 0.2 
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 AGENTES QUIMIOTÁCTICOS (AQ’s) a  [0.1M] y pH 7.0 













L- ácido aspártico 0.6655 133.1 50 0.1 7.0 Atrayente 
L-cisteína hidroclorada 0.7881 157.62 50 0.1 7.0 Atrayente 
L-serina 0.5255 105.1 50 0.1 7.0 Atrayente 
Citrato (sodio) 1.4705 194.1 50 0.1 7.0 Atrayente 
Ácido cólico 2.153 430.6 50 0.1 7.0 Repelente 
Ácido deoxicólico 2.073 414.6 50 0.1 7.0 Repelente 
Ácido taurocólico 2.6885 537.7 50 0.1 7.0 Repelente 
Ácido quenodeoxicólico 2.073 414.6 50 0.1 7.0 Repelente 
L- glutamato (monosodio) 0.9357 187.13 50 0.1 7.0 Atrayente 
* Paster y Gibbons (1986); Hugdahl, Beery y Doyle (1988). 
Nota: para preparar los AQ’s a doble concentración (2x), adicionar el doble de gramos de cada uno en el mismo volumen. 
 
 
 BUFFER DE MUESTRA 6x 
25 mg Azul de Bromofenol 
25 mg Xilenecianol FF 
4 g Sucrosa 
10 ml TAE 1x 
 
 
 BUFFER TAE 50x    BUFFER TAE 1x 
12.1 g Tris base        1 ml TAE 50x 
28.55 ml Ácido acético        49 ml Agua miliQ 
5 ml EDTA 0.5 M, pH 8.0          
Aforar a 50 ml con agua destilada          
 
 
 SOLUCIÓN DE GENTAMICINA (250 μg/ml) 
12.5 mg Sulfato de gentamicina 
50 ml Medio DMEM 
 
 
 SOLUCIÓN DE TRIPSINA (0.25%) 
0.25 % Tripsina 
0.2 % EDTA 
cbp 100 % Agua miliQ 
 
 
 NARANJA DE ACRIDINA (0.01%) 
0.001 g Naranja de acridina 
10 ml Solución Gey 
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 CRISTAL VIOLETA (0.5%) 
0.05 g Cristal violeta 
1 ml NaCl al 0.15 % 
 
 
 MTT (0.5%) 
5 mg MTT 




0.2 g EDTA (sal disódica grado reactivo) 
100 ml Solución A (10x) 
900 ml Agua destilada 
Nota: Esterilizar a 121 oC/15 min. y almacenar a 4 oC. 
 
 SOLUCIÓN A (10x) 
8 g NaCl 
0.2 g KCl 
0.2 g KH2PO4 
1.44 g Na2HPO42H2O 
c.b.p. 100 ml Agua destilada 
Nota: Esterilizar a 121 oC/15 min. y almacenar a 4 oC. 
 
 
 POLIMIXINA B (0.15%) 
0.15 g Polimixina B 
c.b.p. 100 ml Medio DMEM 
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